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Identifikasi Lemak Hewani Menggunakan Ekstrak Biji Bixa 
orellana L. dengan Metode Spektrofotometri UV-vis 
ABSTRAK 
Identifikasi lemak hewani umumnya menggunakan GCMS 
dengan prosedur yang rumit dan mahal, sementara identifikasi lemak 
hewani dengan metode spektrofotometri UV-vis melibatkan pereaksi 
diazonium yang karsinogenik dan tidak ramah lingkungan. Oleh 
karena itu penelitian ini bertujuan untuk : 1) melakukan analisis 
komponen penyusun ekstrak biji B. orellana L. dengan LC-MS/MS, 
2) melakukan analisis pengaruh perbedaan polaritas pelarut dalam 
analisis dengan spektrofotometer UV-vis terhadap profil spektrum 
UV-vis yang dihasilkan, dan 3) melakukan analisis profil spektrum 
UV-vis lemak hewani yang ditambahkan dengan reagen ekstrak biji 
B. orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol. Biji 
B. orellana L. diekstraksi dengan metode maserasi, komponen 
penyusun ekstrak dianalisis dengan LC-MS/MS, dan dilakukan 
analisis spektofotometri UV-vis. Lemak hewani diekstraksi dengan 
metode pemanasan dan dilakukan analisis spektrofotometri UV-vis. 
Identifikasi lemak hewani dilakukan dengan metode spektrofotometri 
UV-vis menggunakan reagen ekstrak biji B. orellana L. Ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. berwarna kuning tua, ekstrak etil asetat dan 
metanol berwarna oranye kemerahan. Biksin diperoleh dalam ekstrak 
n-heksana, etil asetat, dan metanol. sedangkan norbiksin diperoleh 
dalam ekstrak etil asetat. Hasil analisis spektrofotometri UV-vis 
terhadap ekstrak biji B. orellana L. yaitu profil spektrum UV-vis 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. (λ 485, 455, 432 nm) dan ekstrak 
metanol biji B. orellana L. (λ 484, 452, 431 nm) dalam pelarut etil 
asetat mirip dengan profil spektrum UV-vis biksin. Hasil ekstraksi 
lemak hewani mempunyai kisaran rendemen 60,24%-68,84%. 
Analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak hewani 
menunjukkan bahwa lemak hewani dapat dibedakan menggunakan 
pelarut n-heksana. LH4 dapat dibedakan secara jelas dari LH1, LH2, 
dan LH3 dalam pelarut etil asetat. Lemak hewani dapat dibedakan 
menggunakan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-




memberikan karakteristik pita serapan yang berbeda dari LH1, LH2, 
dan LH3. 





Identification of Animal Fats with Bixa orellana L. Seed Extract 
by UV-vis Spectrophotometric Method 
ABSTRACT 
 Identification of animal fats generally uses GCMS with a 
complicated and expensive procedure, while identification of animal 
fat by UV-vis spectrophotometry method involves diazonium reagent 
that carcinogenic and not environmentally friendly. Therefore, this 
study aims to: 1) analyze the components of the B. orellana L. seed 
extract using LC-MS/MS, 2) analyze the effect of different solvents 
polarity in analysis with a UV-vis spectrophotometer, and 3) analyze 
UV-vis spectrum of animal fats added with reagent from B. orellana 
L. seed extract in n-hexane, ethyl acetate, and methanol. The seeds of 
B. orellana L. were extracted by maceration method, the components 
of the extract were analyzed by LC-MS/MS, and UV-vis 
spectrophotometric analysis was performed. Animal fat was extracted 
by heating method and UV-vis spectrophotometric analysis was 
performed. Identification of animal fats was carried out by UV-vis 
spectrophotometry method using reagent from B. orellana L. seed 
extract. The n-hexane extract of B. orellana L. seeds was dark yellow, 
ethyl acetate extract and methanol were reddish-oranges. Bixin was 
obtained in n-hexane, ethyl acetate, and methanol extract, while 
norbixin was obtained in the ethyl acetate extract. The results of UV-
vis spectrophotometry analysis of B. orellana L. seed extract is the 
UV-vis spectrum profile of the ethyl acetate extract of B. orellana L. 
seed (λ 485, 455, 432 nm) and the methanol extract (λ 484, 452, 431 
nm) in ethyl acetate solvent similar to the UV-vis spectrum profile of 
bixin. The results of animal fats extraction have yield with range of 
60.24%-68.84%. UV-vis spectrophotometric analysis of animal fats 
showed that animal fats could be distinguished using n-hexane. 
Animal fats can be distinguished using n-hexane extract of B. orellana 
L. seeds in n-hexane solvent, while using ethyl acetate solvent LH4 
gives different absorption band characteristics from LH1, LH2, and 
LH3. 
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1.1 Latar Belakang  
Lemak hewani yang umumnya dikonsumsi yaitu lemak sapi, 
lemak kambing, lemak ayam, dan lemak babi. Kasus pemalsuan atau 
pengoplosan daging dan lemak konsumsi masih sering terjadi. Oleh 
karena itu dibutuhkan suatu metode yang dapat membedakan lemak 
satu dengan lemak lainnya. Menurut taufik et al. [1], lemak satu 
dengan lemak lainnya dapat dibedakan berdasarkan perbedaan dari 
komponen penyusun lemak yaitu asam lemak dan derajat 
kejenuhannya.  
Metode yang dapat digunakan untuk identifikasi lemak hewani 
yaitu dengan Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS), 
spektrofotometri Fourier Transform Infra Red (FTIR) dan 
spektrofotometri UV-vis. Analisis dengan GC-MS lebih sensitif, tidak 
memerlukan standar, dan dapat digunakan  untuk mengidentifikasi 
komponen penyusun  lemak [2]. Namun, kekurangan dari analisis 
dengan metode tersebut yaitu memerlukan biaya analisis yang lebih 
mahal dan juga waktu yang lama, pengoperasian instrumen yang 
rumit, dan membutuhkan preparasi sampel karena lemak bersifat non-
volatil sehingga harus dilakukan transesterifikasi terlebih dahulu dari 
molekul trigliserida menjadi ester dari asam lemak [3, 4]. Analisis 
menggunakan spektrofotometer FTIR dan UV-vis lebih cepat, efisien, 
dan mudah dilakukan. Namun, kekurangan dari analisis lemak hewani 
dengan spektrofotometer FTIR yaitu diperlukan biaya yang lebih 
mahal dan preparasi sampel yang lebih rumit dibandingkan dengan 
metode spektrofotometri UV-vis. Menurut Taufik et al. [1],  analisis 
lemak dengan metode spektrofotometri UV-vis lebih cepat dan dapat 
digunakan di dalam laboratorium dengan skala kecil, akan tetapi 
masih belum banyak penelitian yang melakukan identifikasi lemak 
dengan metode tersebut. Oleh karena itu penting untuk 





Pada penelitian yang dilakukan oleh Retnowati et al. [5], 
dilakukan identifikasi lemak hewani secara spektrofotometri UV-vis 
pada rentang panjang gelombang 200-800 nm menggunakan reagen 
diazonium. Namun, reagen tersebut bersifat karsinogenik dan mahal. 
Ekstraksi lemak hewani dilakukan dengan metode pemanasan [5]. 
Pada penelitian selanjutnya dilakukan identifikasi lemak hewani 
menggunakan zat warna alami dari ekstrak rimpang Curcuma longa 
L. yang lebih ramah lingkungan, tidak berbahaya bagi kesehatan, dan 
bersifat non-toksik. Ekstraksi rimpang C. longa L. dilakukan dengan 
metode maserasi dengan waktu optimum maserasi 2x24 jam. Namun, 
kekurangan dari penelitian tersebut yaitu ekstrak rimpang C. longa L. 
memiliki warna kuning yang mirip dengan warna lemak sehingga sulit 
dibedakan. Ekstrak rimpang C. longa L. sulit membedakan lemak 
hewan 3 (LH3) dan lemak hewan 4 (LH4). Pada penelitian selanjutnya 
dilakukan identifikasi lemak hewani dilakukan menggunakan kopling 
ekstrak rimpang C. longa L. dengan reagen diazonium sehingga 
terbentuk senyawa azo-couple yang berwarna merah berbeda dengan 
warna lemak. Namun, kekurangan dari penelitian tersebut adalah 
masih digunakannya reagen diazonium yang bersifat karsinogenik. 
Oleh karena itu diperlukan zat warna alami yang berwarna merah yang 
bersifat ramah lingkungan dan nontoksik.  
Beberapa zat warna alami yang dapat memberikan warna merah 
diantaranya karotenoid, antosianin, dan betalain [6]. Karotenoid larut 
dalam pelarut nonpolar sehingga dapat larut dalam lemak [7, 8]. Bixa 
orellana L. merupakan tanaman yang memiliki zat warna karotenoid 
[9, 10]. B. orellana L. banyak dimanfaatkan sebagai pewarna makanan 
pada keju, minyak, dan margarin sehingga dapat digunakan sebagai 
zat warna alami karena bersifat nontoksik. Ekstraksi zat warna 
karotenoid pada B. orellana L. dilakukan pada bagian biji karena pada 
bagian tersebut terdapat zat warna karotenoid  yang menghasilkan 
warna kuning hingga merah [11, 12].  Pada penelitian Husa et al. [13] 
ekstraksi biji B. orellana L. dilakukan menggunakan pelarut aseton, 
air, dan metanol dan tidak dilakukan menggunakan perbedaan 
polaritas pelarut dari nonpolar, semipolar, dan polar. Identifikasi 
komponen penyusun zat warna pada biji B. orellana L. dapat 
dilakukan dengan menggunakan Liquid Chromatography Mass 
Spectrometry (LC-MS/MS). Ekstrak biji B. orellana L. tersusun atas 




utama zat warna dalam biji B. orellana L. yang memberikan warna 
merah dan larut dalam pelarut nonpolar, selain biksin terdapat zat 
warna norbiksin yang memberikan warna jingga kemerahan yang larut 
dalam pelarut polar [11, 14, 15]. Menurut Zongo et al. [15] analisis 
ekstrak kloroform biji B. orellana L. dengan spektrofotometer UV-vis 
memberikan puncak serapan pada panjang gelombang 281, 364, 443, 
468 nm [15]. 
Berdasarkan latar belakang tersebut perlu dilakukan penelitian 
tentang : Identifikasi Lemak Hewani Menggunakan Ekstrak Biji Bixa 
orellana L. dengan Metode Spektrofotometri UV-vis. Penelitian 
tersebut dilakukan sebagai upaya untuk mengembangkan metode 
identifikasi lemak hewani secara sederhana dan mudah.  
1.2 Perumusan Masalah 
1. Apakah ada perbedaan profil senyawa penyusun ekstrak n-
heksana, etil asetat, dan metanol biji B. orellana L.? 
2. Apakah perbedaan polaritas pelarut berpengaruh terhadap 
profil spektrum  UV-vis dari ekstrak biji B. orellana L., lemak 
hewani, dan lemak hewani yang telah ditambahkan ekstrak biji 
B. orellana L.? 
3. Apakah lemak hewani dapat dibedakan menggunakan ekstrak 
biji B. orellana L. dengan metode spektrofotometri UV-vis 
dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol? 
1.3 Batasan Masalah 
1. Maserasi dilakukan selama 2x24 jam 
2. Zat warna B .orellana L. digunakan pada bagian biji  
3. Ekstraksi lemak hewani dilakukan dengan metode 
pemanasan (wet rendering) 
4. Identifikasi lemak hewani menggunakan ekstrak biji B. 
orellana L. dengan spektrofotometer UV-vis dilakukan pada 
rentang panjang gelombang 200-800 nm  
1.4 Tujuan Penelitian 
1. Melakukan analisis komponen penyusun ekstrak n-heksana, 
etil asetat, dan metanol biji B. orellana L. dengan LC-MS/MS 
2. Melakukan analisis pengaruh perbedaan polaritas pelarut 
dalam analisis dengan spektrofotometer Uv-vis terhadap profil 
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spektrum UV-vis dari ekstrak biji B. orellana L., lemak 
hewani, dan lemak hewani yang telah ditambahkan ekstrak biji 
B. orellana L. 
3. Melakukan analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani 
yang ditambahkan dengan reagen dari ekstrak biji B. orellana 
L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol  
1.5 Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan inovasi baru 
dalam mengembangkan identifikasi lemak hewani secara 








2.1.1 Pengertian dan struktur lemak 
Lemak merupakan makromolekul yang komponen utamanya 
tersusun atas rantai hidrokarbon dan bersifat hidrofobik. Lemak 
tersusun atas dua komponen yaitu gliserol dan asam lemak. Gliserol 
merupakan molekul yang tersusun atas tiga atom karbon yang masing-
masing memiliki satu gugus hidroksil sedangkan asam lemak tersusun 
atas rantai hidrokarbon dan gugus karboksil. Lemak disebut juga 
dengan trigliserida karena tersusun atas tiga molekul asam lemak yang 
berikatan dengan satu molekul gliserol. Satu molekul lemak dapat 
tersusun atas tiga jenis molekul asam lemak yang sama dan dapat 
tersusun atas dua atau tiga jenis asam lemak yang berbeda [16].  
 
Gambar 2.1. Struktur kimia trigliserida [17]. 
2.1.2 Klasifikasi lemak 
Klasifikasi lemak berdasarkan sumbernya, lemak dapat 
diklasifikasikan menjadi lemak hewani yang sebagian besar berwujud 
padat karena tersusun atas asam lemak jenuh dan lemak nabati yang 
berwujud cair yang umumnya disebut sebagai minyak terususun atas 
asam lemak tak jenuh. Berdasarkan wujudnya pada temperatur ruang, 
lemak dapat diklasifikasikan menjadi lemak padat dan lemak cair 
(minyak) [18]. Berdasarkan ada  tidaknya ikatan rangkap, asam lemak 
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lemak dapat diklasifikasikan menjadi asam lemak jenuh dan asam 
lemak tidak jenuh. Pada asam lemak jenuh tidak memiliki ikatan 
rangkap pada rantai hidrokarbon atau semua rantai hidrokarbon 
berikatan tunggal sedangkan pada asam lemak tidak jenuh memiliki 
satu atau lebih ikatan rangkap (double bond) pada rantai hidrokarbon 
[19]. Berikut merupakan contoh struktur dari asam lemak jenuh dan 





Gambar 2.2. Contoh struktur asam lemak jenuh (a) dan tak jenuh (b) 
[20].  
2.1.3 Sifat lemak 
Asam lemak memiliki kelarutan yang rendah dalam air karena 
asam lemak tersusun atas rantai hidrokarbon yang panjang sehingga 
asam lemak bersifat hidrofobik. Asam lemak mudah diekstraksi 
menggunakan pelarut nonpolar. Asam lemak yang memiliki rantai 
bercabang dan ikatan rangkap dalam konfigurasi cis akan memiliki 
titik leleh lebih rendah dibandingkan asam lemak jenuh. Asam lemak 
jenuh lebih stabil dibandingkan dengan asam lemak tak jenuh karena 
pada asam lemak tak jenuh mudah untuk mengalami oksidasi, semakin 
banyak ikatan rangkap pada asam lemak maka semakin mudah untuk 
mengalami oksidasi [21].  
2.1.4 Asam lemak penyusun lemak sapi, kambing, ayam, dan 
babi 
Asam lemak penyusun lemak ayam dan babi terdiri atas asam 
lemak tak jenuh lebih banyak dibandingkan dengan asam lemak jenuh. 
Sedangkan asam lemak penyusun lemak sapi dan kambing tersusun 




lemak tak jenuh [22]. Kadar asam lemak penyusun lemak sapi, 
kambing, ayam, dan babi disajikan pada Tabel 2.1. Asam palmitat 
merupakan komponen utama penyusun asam lemak jenuh pada lemak 
sapi dan kambing. Asam lemak tak jenuh penyusun lemak ayam dan 
babi didominasi oleh asam oleat. Kadar asam palmitat (asam lemak 
jenuh) pada lemak sapi lebih besar dibandingkan dengan lemak 
kambing. Kadar asam oleat (asam lemak tak jenuh) pada babi lebih 
besar dibandingkan pada ayam [23]. Sama halnya dengan minyak 
zaitun yang memiliki kadar asam oleat yang tinggi sehingga minyak 
zaitun dan lemak babi sering dimanfaatkan sebagai emulsifier dan 
emolien [24]. 
Tabel 2.1 Kadar asam lemak penyusun lemak sapi, kambing, ayam, 
dan babi [23].  









Asam Lemak Tak Jenuh 
Asam oleat (C18:1) 20,53 29,76 38,35 40,74 
Asam linoleat (C18:2) 1,17 6,10 16,36 24,94 
Asam linolenat (C18:3) 0,21 1,23 1,0 1,2 
Asam Lemak Jenuh 
Asam laurat (C12:0) 0,34 0,51 - 0,1 
Asam miristat (C14:0) 4,36 2,06 0,74 1,07 
Asam palmitat (C16:0) 29,40 21,81 27,24 7,01 
Asam stearat (C18:0) 1,68 3,03 5,56 13,95 
 
2.1.5 Ekstraksi lemak hewani dengan metode pemanasan (wet 
rendering) 
Ekstraksi lemak hewani dengan metode pemanasan dilakukan 
dengan pemanasan pada bahan yang mengandung lemak yang 
bertujuan untuk memecah dinding sel bahan sehingga lemak atau 
minyak dapat keluar dari bahan. Ekstraksi dengan menggunakan 
metode rendering dibedakan menjadi dua macam yaitu wet rendering 
dan dry rendering. Pada ekstraksi dengan metode wet rendering 
dilakukan dengan penambahan sejumlah air pada saat rendering 
(pemanasan). Ekstraksi dengan wet rendering dilakukan dengan 
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pemanasan pada ketel terbuka dan tertutup disertai dengan pemanasan 
pada temperatur tinggi dengan tekanan 40-60 pound. Bahan 
ditempatkan pada ketel dan ditambahkan dengan sejumlah air 
kemudian dipanaskan perlahan sampai temperatur 50 ֯ C dan terus 
diaduk. Minyak akan naik keatas kemudian  disaring. Ekstraksi 
dengan metode dry rendering dilakukan dengan tanpa penambahan air 
dimana bahan ditempatkan di dalam ketel, dipanaskan dan diaduk 
[25]. 
2.2 Zat Warna 
2.2.1 Pengertian zat warna 
Zat warna merupakan suatu zat yang digunakan untuk 
pewarnaan yang terdiri dari partikel kecil [26]. Zat warna alami 
merupakan zat warna yang berasal dari makhluk hidup [11]. Pewarna 
alami memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan pewarna 
sintetis seperti ramah lingkungan, bersifat non toksik dan tidak 
berbahaya bagi kesehatan [7]. Warna dapat dilihat oleh mata manusia 
jika terjadi interaksi dari radiasi pada panjang gelombang sinar tampak 
dari sumber radiasi dengan suatu benda kemudian benda akan 
memantulkan radiasi tersebut dan ditangkap oleh mata sebagai warna 
[27].  
2.2.2 Klasifikasi zat warna 
Klasifikasi zat warna digolongkan menjadi beberapa jenis 
berdasarkan pada struktur kimia, sumber diperolehnya zat warna dan 
metode pengaplikasiannya. Berdasarkan struktur kimianya, zat warna 
dibedakan menjadi indigoids (indigo dan ungu tyrian), karotenoid, zat 
warna berbasis piridin, flavonoid, dan quinoid. Ungu tyran 
memberikan warna ungu kemerahan sedangkan indigo memberikan 
warna biru. Zat warna karotenoid memberikan warna kuning, jingga 
dan merah tergantung dari panjangnya ikatan rangkap terkonjugasi. 
Zat warna berbasis piridin memberikan warna kuning. Flavonoid yang 
merupakan kelompok terbesar dari zat warna alami memberikan 
warna dari kuning pucat hingga kuning gelap, jingga hingga merah, 
dan biru (antosianin). Quinonoid memberikan warna kuning hingga 
merah. Berdasarkan sumbernya, zat warna dibagi menjadi tiga yaitu 
zat warna yang berasal dari tumbuhan, hewan, dan zat warna yang 
berasal dari mineral. Zat warna yang berasal dari tumbuhan diambil 




lain. Berdasarkan metode pengaplikasiannya zat warna dibagi menjadi 
beberapa kelompok yaitu zat warna vat, zat warna mordan, direct 
dyes, zat warna basa, zat warna asam, dan zat warna dispersi [7].  
2.2.3 Zat warna karotenoid 
Karotenoid merupakan salah satu jenis zat warna yang dapat 
ditemukan pada tumbuhan seperti buah-buahan dan sayuran, dan juga 
dapat ditemukan pada hewan. Zat warna karotenoid memberikan 
warna kuning, jingga, hingga merah dan banyak dimanfaatkan sebagai 
pewarna alami untuk pewarna makanan, kosmetik, industri farmasi, 
dan industri makanan ternak. Pada umumnya karotenoid merupakan 
hidrokarbon yang terdiri dari 40 atom karbon dengan dua cincin 
terminal. Karotenoid merupakan golongan tetraterpenoid (C40) yang 
tersusun atas 8 unit isopren. Karotenoid terbagi menjadi dua kelas 
yaitu karoten contohnya yaitu β-karoten dan turunan dari karoten yang 
teroksigenasi contohnya yaitu lutein, violasantin, neosantin, dan 
zeasantin [8]. Karotenoid memiliki struktur kimia dasar yang terdiri 
atas rantai poliena dengan 9 ikatan rangkap terkonjugasi yang 
mengikat dua gugus ujung (end group) pada kedua ujung rantai 
poliena. Struktur dasar karotenoid disajikan pada Gambar 2.3. [28]. 
 
Keterangan : X : gugus ujung (end group) 
Gambar 2.3. Struktur dasar karotenoid [28]. 
Karotenoid merupakan zat warna hidrofobik dan lipofilik 
yang larut dalam lemak dan tidak dapat larut dalam air. Karotenoid 
larut dalam pelarut seperti aseton, kloroform, dan alkohol. Ekstraksi 
karotenoid dengan menggunakan pelarut organik didasarkan pada 
interaksi antara pelarut dan komponen yang akan diekstrak yang mana 
polaritas pelarut dan komponen harus sama. Karotenoid merupakan 
senyawa yang memiliki polaritas yang rendah yang dapat larut dalam 
pelarut dengan polaritas yang rendah yaitu pelarut nonpolar seperti n-
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heksan. Namun, karotenoid memiliki bagian yang bersifat polar yang 
larut dalam pelarut polar [8].   
2.2.4 Reaksi kopling senyawa diazonium 
Reaksi kopling diazonium merupakan jenis reaksi subtitusi 
elektrofilik aromatik dimana muatan positif pada ion diazonium 
bereaksi dengan cincin fenol atau amina aromatik yang kaya akan 
elektron. Mekanisme reaksi kopling senyawa diazonium disajikan 
pada Gambar 2.4. Reaksi kopling senyawa diazonium akan 
menghasilkan senyawa azo-couple yang berwarna cerah. senyawa 
azo-couple banyak dimanfaatkan sebagai zat warna pada tekstil. 
Senyawa azo-couple memiliki sistem perpanjangan dari delokalisasi 
elektron π sehingga dapat menyerap radiasi di daerah visible.  Contoh 
mekanisme reaksi kopling senyawa diazonium dengan fenol disajikan 
pada Gambar 2.5. [29]. 
 
Keterangan : Y : -OH atau –NR2 
Gambar 2.4. Mekanisme reaksi kopling senyawa diazonium [29] 
 











2.3 Bixa orellana L. 
Bixa orellana L. biasa dikenal dengan nama kesumba keling 
yang dapat tumbuh di wilayah beriklim hangat seperti di Jawa, India, 
dan Srilanka [30]. Berikut merupakan taksonomi dari B. orellana L. 
[31] 
Kingdom : Plantae 
Divisi  : Embriophyta 
Subdivisi : Spermatophyta 
Kelas  : Magnoliopsida 
Ordo  : Marvales 
Famili  : Bixaceae 
Genus  : Bixa L 
Spesies : Bixa orellana L. 
 
Didalam buah B. orellana L. terdapat biji berwarna jingga hingga 
merah seperti yang terdapat pada Gambar 2.2. yang banyak 
dimanfaatkan sebagai pewarna makanan, dalam industri makanan 
seperti untuk memberikan warna kuning-jingga pada keju, minyak, 
butter, margarin, permen, es krim, produk olahan roti dan nasi [9]. 
 
       
(a)                                     (b) 
Gambar 2. 6 (a) bagian buah (b) biji dan serbuk B. orellana L. [32]. 
Zat warna pada biji B. orellana L. tergolong kedalam zat warna 
karotenoid yang terdapat pada lapisan terluar biji dimana 80% 
diantaranya didominasi oleh cis-biksin [15, 33].  Komponen utama 
penyusun zat warna yang terdapat pada biji B. orellana L. yaitu cis-
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biksin dan norbiksin, dan komponen minor seperti trans-biksin, cis-
norbiksin, β-karoten, lutein, kriptosantin,  dan zeasantin [34, 35]. Zat 
warna biksin larut dalam pelarut lemak atau non polar sedangkan 
norbiksin larut dalam pelarut polar. Zat warna biksin berwarna merah 
sedangkan norbiksin berwarna jingga kemerahan [14, 15]. Struktur 
senyawa biksin dan norbiksin disajikan pada Gambar 2.3. dan 
Gambar 2.4. [14]. 
 
 
Gambar 2.7. Struktur senyawa biksin [14] 
 
 
Gambar 2.8. Struktur senyawa norbiksin [14] 
Ekstraksi zat warna pada biji B. orellana L. dilakukan dengan 
menggunakan pelarut organik yang melarutkan biksin sebagai zat 
warna utama pada B. orellana L.[11]. Biksin merupakan 
apokarotenoid yang tersusun atas 25 atom karbon dengan 9 ikatan 
rangkap. Terdapat dua konfigurasi stereokimia yang berbeda pada 
biksin yaitu cis-biksin dan trans-biksin. Cis-biksin larut dalam 
sebagian besar pelarut organik polar yang dapat menghasilkan warna 
jingga dan tidak larut dalam minyak nabati. Trans-biksin merupakan 
isomer yang paling stabil yang menghasilkan warna merah dan larut 
dalam minyak nabati. Biksin sensitif terhadap temperatur, cahaya, 
udara, pH, anti-oksidan, dan pro-oksidan. Cis-biksin dapat mengalami 
isomerisasi jika dipanaskan dalam minyak hingga temperatur 130 ֯ C 
[36]. 
2.4 Ekstraksi Zat Warna 
Ekstraksi merupakan suatu proses untuk menarik komponen 
aktif yang terdapat dalam tanaman menggunakan suatu pelarut yang 
kelarutannya sama dengan komponen aktif yang akan diekstrak [37]. 
Ekstraksi zat warna karotenoid dilakukan dengan menggunakan 




isopropanol, metilen klorida, dan dietil eter [38]. Sebagian besar 
karotenoid bergabung dengan fraksi yang tidak larut dalam air dari 
jaringan tanaman. Temperatur yang baik untuk esktraksi karotenoid 
dari bahan alam yaitu dibawah 55-59 ֯ C karena karotenoid bersifat 
termolabil, temperatur ekstraksi yang terlalu tinggi dapat 
menyebabkan perubahan struktur karotenoid [39]. Secara umum 
ekstraksi pelarut merupakan metode yang paling banyak digunakan 
yang meliputi beberapa tahap, pertama berdifusinya pelarut ke 
matriks, tahap kedua yaitu terlarutnya komponen aktif kedalam 
pelarut dan berdifusi keluar dari matriks, tahap selanjutnya analit yang 
terekstrak akan terkumpul didalam pelarut. Maserasi merupakan salah 
satu metode ekstraksi yang menggunakan pelarut organik untuk 
menarik komponen aktif di dalam suatu tanaman. Pada metode 
maserasi tanaman direndam dengan pelarut dan diaduk dengan selang 
waktu tertentu. Maserasi digunakan untuk mengekstrak komponen 
yang bersifat termolabil. Proses maserasi telah selesai jika tercapai 
keseimbangan antara konsentrasi metabolit dalam ekstrak dengan 
konsentrasi metabolit yang terdapat di dalam tanaman. Setelah 
dilakukan maserasi, residu dari material tanaman dipisahkan dengan 
ekstrak [40–42].  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Husa et al. [13], ekstraksi 
biji B. orellana L. dilakukan menggunakan pelarut aseton, metanol, 
dan air. Hasil ekstraksi biji B. orellana L. menggunakan pelarut 
metanol dan aseton memberikan warna warna jingga cerah sedangkan 
dengan menggunakan pelarut air menghasilkan ekstrak berwarna 
jingga gelap.  
2.5 Spektrofotometri UV-vis 
2.5.1 Pengertian spektrofotometri UV-vis 
Spektrofotometri UV-vis adalah metode pengukuran suatu 
material terhadap serapan radiasi pada daerah sinar ultraviolet hingga 
visible [43]. Radiasi pada daerah UV sampai dengan visible berada 
pada rentang panjang gelombang antara 190 sampai 800 nm. 
Identifikasi suatu sampel dengan metode spektrofotometri UV-vis 
terjadi ketika radiasi UV-vis berinteraksi dengan molekul pada 
sampel. Radiasi akan berinteraksi dengan elektron ikatan dan elektron 
bebas pada molekul sehingga energi foton tersebut digunakan elektron 
untuk bereksitasi dari ground state menuju excited state. Banyaknya 
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elektron yang tereksitasi akan mengakibatkan tingginya nilai 
absorbansi. Elektron yang mudah mengalami eksitasi akan menyerap 
radiasi dengan panjang gelombang yang besar [44]. Elektron dalam 
setiap molekul mengalami transisi dengan energi yang berbeda-beda 
[45].  
Gugus fungsi yang dapat menyerap dan meningkatkan absorpsi 
terhadap radiasi UV-vis disebut sebagai gugus kromofor [46]. Contoh 
gugus kromofor yaitu gugus karbonil, alkena, alkuna, karboksil, azo, 
amida, nitrat, dan nitroso. Sama halnya dengan gugus kromofor, 
adanya ikatan rangkap yang terkonjugasi atau berselang-seling akan 
menyebabkan delokalisasi elektron phi sehingga energi yang 
dibutuhkan elektron untuk bertansisi semakin rendah yang akan 
menyebabkan pergeseran panjang gelombang menuju panjang 
gelombang yang lebih besar atau dikenal sebagai efek batokromik dan 
juga peningkatan intensitas serapan. Adanya gugus kromofor dan jenis 
pelarut yang digunakan berpengaruh terhadap nilai panjang 
gelombang maksimal [47]. 
2.5.2 Syarat analisis menggunakan spektrofotometer UV-vis 
Syarat suatu sampel agar dapat dianalisis dengan 
spektrofotometer UV-vis yaitu sampel dapat menyerap radiasi pada 
rentang panjang gelombang radiasi UV-vis yang berarti sampel harus 
memiliki gugus kromofor dan auksokrom, sampel berupa larutan yang 
jernih, homogen yang mana sampel dapat larut dalam pelarut [44, 48]. 
Syarat pelarut yang digunakan dalam analisis spektrofotometer UV-
vis yaitu pelarut tidak berwarna, tidak menyerap radiasi pada panjang 
gelombang yang sama dengan sampel, kemurniannya yang tinggi, 
dapat melarutkan sampel dengan sempurna, dan tidak mengalami 
interaksi dengan senyawa yang dianalisis [44]. Pemilihan pelarut 
dalam analisis dengan spektrofotometer UV-vis merupakan hal yang 
penting. Penggunaan pelarut polar dapat memungkinkan tidak 
munculnya serapan dari senyawa yang terdapat pada sampel hal 
tersebut disebabkan oleh terjadinya ikatan hidrogen antara pelarut 
dengan senyawa pada sampel. Berbeda dengan pelarut nonpolar yang 
tidak memungkinkan untuk terjadi ikatan hidrogen dengan senyawa 
pada sampel sehingga spektrum UV-vis dari sampel akan tampak 
lebih jelas. Pada pelarut polar, penurunan gap energi dari ground state 
ke excited state menyebabkan pergeseran panjang gelombang ke 




Menurut hukum Lambert-Beer, analisis sampel dengan 
spektrofotometer UV-vis yang baik memiliki nilai absorbansi 
berbanding lurus dengan konsentrasi dimana rentang nilai absorbansi 
berkisar antara 0,3 hingga 2,5 [49]. Dalam hukum Lambert-Beer yang 
menjelaskan pelemahan intensitas cahaya bergantung pada 
konsentrasi molekul, absorbansi akan berbanding lurus dengan 
konsentrasi sesuai dengan persamaan 2.1. [46, 50].  
A = -log T = log Po/P = abc (2.1) 
Keterangan : 
A = absorbansi 
T = transmitansi  
Po = intensitas cahaya yang masuk ke sampel 
P = intensitas cahaya yang diteruskan  
a = absorbtivitas molar sampel  
b = lebar kuvet 
c = konsentrasi sampel  
2.5.3 Profil spektrum UV-vis ekstrak biji Bixa orellana L., zat 
warna karotenoid, dan biksin 
Profil spektrum UV-vis dari ekstrak biji B. orellana L. yang 
diekstrak dengan pelarut kloroform memberikan puncak serapan pada 
panjang gelombang 281, 364, 443, 468, dan 501 nm seperti yang 
disajikan pada Gambar 2.7. [15]. Profil spektrum UV-Vis biksin 
dalam pelarut aseton disajikan pada Gambar 2.8. terdapat tiga puncak 




Gambar 2.9. Profil spektrum UV-vis ekstrak kloroform B. orellana 
L. [15]. 
 
Gambar 2.10. Profil spektrum UV-vis bixin dalam aseton [51]. 
Biksin tergolong kedalam zat warna karotenoid. Karotenoid memiliki 
pita serapan pada daerah 400-500 nm yang merupakan pita serapan 
dari gugus kromofor dari sistem perpanjangan konjugasi rantai poliena 




terdapat pada ekstrak bayam merah mempunyai pita serapan pada 
panjang gelombang 432, 456, dan 483 nm.  
2.5.4 Profil spektrum UV-vis lemak dan asam lemak 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Taufik et al. [1], profil spektrum 
UV-vis lemak babi yang disajikan pada Gambar 2.10. memiliki satu 
puncak serapan pada panjang gelombang 270 nm dengan absorbansi 
sebesar 0,777. Profil spektrum UV-vis dari asam linoleat dalam 
pelarut n-heksana disajikan pada Gambar 2.11. memiliki satu puncak 
serapan pada panjang gelombang 215 nm [54].  
 
Gambar 2.11. Profil spektrum UV-vis lemak babi [1] 
 
Gambar 2.12. Profil spektrum UV-vis asam linoleat [54]. 
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Profil spektrum UV-vis dari asam oleat disajikan pada Gambar 2.13. 
Asam oleat memiliki nilai absorbansi maksimal pada panjang 
gelombang 240 nm [55]. Profil spektrum UV-vis dari asam α-linolenat 
yang disajikan pada Gambar 2.14. menunjukkan puncak serapan pada 
panjang gelombang 280 nm [56].  
 
Gambar 2.13. Profil spektrum UV-vis asam oleat [55]. 
 
Gambar 2.14. Profil spektrum UV-vis asam α-linolenat [56]. 
2.6 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 
2.6.1 Pengertian Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 
(LC-MS) 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 
merupakan gabungan dari kromatografi cair dengan spektrometri 
massa dimana pada kromatografi cair terjadi proses pemisahan dari 
campuran senyawa organik sedangkan spektrometer massa berfungsi 
Profil spektrum 
UV-vis asam oleat 
Profil spektrum UV-




dalam ionisasi komponen dan menginformasikan berat molekul dari 
komponen [57]. Prinsip identifikasi dengan menggunakan LC-MS 
sendiri yaitu analit akan dipisahkan dalam kromatografi cair setelah 
itu dilakukan ionisasi oleh sumber pengion pada spektrometri massa, 
ion dan fragmen ion yang terbentuk dari hasil ionisasi diisolasi dan 
diidentifikasi berdasarkan rasio m/z [58]. 
2.6.2 Analisis ekstrak biji Bixa orellana L. dengan LC-MS 
Pada penelitian yang dilakukan oleh de Oliviera Junior et al. 
[59], dilakukan analisis ekstrak n-heksana, kloroform, dan etil asetat 
dengan UPLC/DAD/MS/MS dengan kondisi operasional 
menggunakan fasa diam kolom C18 Acquity UPLC BEH, fasa gerak 
A terdiri dari air dan asam format (100:0,001 , v:v) dan fasa gerak B 
terdiri dari metanol dan asam format (100:0,001 , v:v) dengan elusi 
bergradien dengan mode ionisasi positif diperoleh total ion 
chromatogram (TIC) sesuai yang tertera pada Gambar 2.19. E-
norbiksin teridentifikasi pada waktu retensi 14,79 dengan [M + H]+ 
381,2060, Z-norbiksin dengan [M + H]+ 381,2064, E-biksin pada 
waktu retensi 19,31 dengan [M + H]+ 395,2216, Z-biksin pada waktu 
retensi 20,95 dengan [M + H]+ 394,2142, metil-biksin pada waktu 



















Gambar 2.15.  TIC dari ekstrak n-heksan (a), ekstrak kloroform (b), 



























3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik 
Kimia Universitas Brawijaya Malang. Determinasi tumbuhan Bixa 
orellana L. dilakukan di UPT Materia Medica Batu. Analisis ekstrak 
biji B. orellana L., lemak hewani, dan lemak ynag ditambahkan 
dengan ekstrak biji B. orellana L. dengan spektrofotometer UV-vis 
dilakukan di Laboratorium Instrumentasi Kimia Universitas 
Brawijaya Malang. Identifikasi komponen penyusun ekstrak biji B. 
orellana L. dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik Jakarta. Waktu 
pelaksanaan penelitian dilaksanakan selama enam bulan yaitu dari 
Bulan Januari 2021 hingga Bulan Juni 2021.  
3.2 Alat dan Bahan Penelitian 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu timbangan 
analitik, batang pengaduk, erlenmeyer kapasitas 100 mL, gelas kimia 
kapasitas 100 mL, labu ukur kapasitas 10 mL, corong gelas, pipet ukur 
kapasitas 10 mL, pipet tetes, wadah stainless steel, hotplate, alat 
penyaring stainless steel, tabung reaksi, rak tabung reaksi, vortex 
mixer, centrifuge, tube centrifuge, termometer, botol coklat kapasitas 
100 mL dan 60 mL, botol vial kapasitas 10 mL, dan kuvet. 
Intrumen yang digunakan dalam penelitian ini yaitu instrumen 
UPLC-MS (ACQUITY UPLC®H-Class System Waters) dan 
spektrofotometer UV-vis Shimadzhu 1601. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu biji Bixa 
orellana L. kering yang diperoleh dari kawasan Yayasan Gotong 
Royong Malang, n-heksana teknis, etil asetat teknis, dan metanol 
teknis yang  diredistilasi,  lemak hewan 1 (LH1), lemak hewan 2 
(LH2), lemak hewan 3 (LH3), lemak hewan 4 (LH4) yang diperoleh 
dari pasar tradisional Malang, dan gas nitrogen. 
3.3 Tahapan Penelitian 
1. Determinasi tumbuhan Bixa orellana L.  
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2. Ekstraksi biji Bixa orellana L. dengan  metode maserasi  
3. Analisis komponen penyusun ekstrak  biji Bixa orellana L. 
dengan LC-MS 
4. Analisis profil spektrum  UV-vis dari ekstrak biji Bixa orellana 
L.  dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol. 
5. Ekstraksi lemak hewani (LH1, LH2, LH3, dan LH4) dengan 
metode pemanasan (wet rendering) 
6. Analisis profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 
dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol  
7. Analisis profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 
menggunakan reagen ekstrak biji Bixa orellana L. dalam 
pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol 
3.4 Prosedur Penelitian 
3.4.1 Determinasi tumbuhan Bixa orellana L.  
Dalam penelitian ini digunakan biji B. orellana L. kering. Biji 
B. orellana L. dilakukan determinasi dengan membandingkan ciri-ciri 
tanaman dengan pustaka di UPT Materia Medica Batu melalui kunci 
determinasi.  
3.4.2 Ekstraksi biji Bixa orellana L. dengan metode maserasi  
Biji B. orellana L. diekstraksi dengan menggunakan pelarut 
dengan polaritas yang berbeda yaitu n-heksana, etil asetat, dan 
metanol. Biji B. orellana L. ditimbang seberat 6 g lalu dimasukkan ke 
dalam erlenmeyer A, B, dan C dengan kapasitas 100 mL. Setelah itu 
ditambahkan n-heksana sebanyak 60 mL ke dalam erlenmeyer A, etil 
asetat  60 mL ke dalam erlenmeyer B, dan metanol 60 mL ke dalam 
erlenmeyer C dengan menggunakan pipet tetes, setetes demi setetes 
ke permukaan serbuk sampai permukaan serbuk basah oleh pelarut. 
Sisa pelarut yang masih ada ditambahkan melalui dinding kaca 
erlenmeyer dengan menggunakan pipet tetes sampai pelarut habis. 
Erlenmeyer ditutup rapat dan dimaserasi selama 15. Erlenmeyer 
digoyang atau diaduk perlahan-lahan. Biji B. orellana L. dilakukan 
maserasi selama 2x24 jam dengan erlenmeyer ditutup rapat dan 
dibungkus dengan alumunium foil. Setelah itu disaring, filtrat diukur 




3.4.3 Analisis komponen penyusun ekstrak biji Bixa orellana 
L.  dengan LC-MS/MS 
Komponen penyusun estrak n-heksana, etil asetat, dan 
metanol biji B. orellana L.  diidentifikasi dengan instrumen UPLC-
MS di Pusat Laboratorium Forensik Jakarta. Digunakan pemisahan 
komponen dengan Ultra Performance Liquid Chromatography 
(UPLC) ACQUITY UPLC ®H-Class System dan spektrometri massa 
Xevo G2-S Qtof dengan kondisi operasional seperti pada Tabel 3.1. 
Data hasil analisis dengan UPLC-MS diinterpretasi menggunakan 
software Masslynx. 
Tabel 3.1. Kondisi operasional LC-MS/MS 
Sistem UPLC 
Fasa diam Kolom C18 (1,8 μm 2,1 x 100 
mm) HSS 
Fasa gerak  Air + 5 mM amonium format  (A) 
dan asetonitril + 0,05 % asam 
format (B) 
Laju alir  0,2 mL/menit 
Volume injeksi  5 μL  
Metode elusi Elusi bergradien 
Sistem MS 




50 – 1200 m/z 
Temperatur sumber 100 ֯ C 
Temperatur 
desolvasi 
350 ֯ C 
 
Tabel 3.2. Perbandingan fasa gerak dalam elusi bergradien 
Waktu (menit) Fasa gerak A Fasa gerak B 
0,00 95% 5% 
2,00 75% 25% 
3,00 75% 25% 
14,00 0% 100% 
15,00 0% 100% 
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19,00 95% 5% 
23,00 95% 5% 
` 
3.4.4 Analisis profil spektrum UV-vis ekstrak biji Bixa orellana 
L. dalam  pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol.  
3.4.4.1 Preparasi ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol 
biji B. orellana L. pekat 
Ekstrak n-heksana biji B. orellana L.  disentrifus dan diambil 
supernatannya. Ekstrak diambil 50 mL dan dimasukkan kedalam 
erlenmeyer. Pelarut pada ekstrak biji B. orellana L. diuapkan dengan 
mengalirkan gas nitrogen. Ekstrak dipindahkan ke botol vial dan 
erlenmeyer dibilas menggunakan pelarut yang digunakan. Pelarut 
diuapkan dengan mengalirkan gas nitrogen hingga diperoleh ekstrak 
pekat. Dilakukan dengan prosedur yang sama untuk ekstrak etil asetat 
dan metanol biji B. orellana L.  
3.4.4.2 Analisis profil spektrum UV-vis ekstrak biji Bixa 
orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol 
Ekstrak n-heksana biji B. orellana L. pekat ditimbang seberat 
1 mg dan dilarutkan dengan 1 mL n-heksana, etil asetat, atau metanol 
lalu dikocok dengan vortex mixer. Setelah itu disentrifus dan diambil 
supernatannya. Supernatan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL dan 
ditambahkan dengan masing-masing pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol hingga tanda batas sehingga diperoleh kadar ekstrak sebesar 
0,1 mg/mL. Selanjutnya, ekstrak dengan kadar 0,1 mg/mL dianalisis 
dengan spektrofotometer UV-vis pada rentang panjang gelombang 
260-800 nm. Dilakukan analisis nilai absorbansi dan panjang 
gelombang pada profil spektrum yang dihasilkan. Prosedur yang sama 
dilakukan untuk ekstrak etil asetat dan metanol biji B. orellana L.  
3.4.5 Ekstraksi lemak hewani dengan metode pemanasan (wet 
rendering) 
Lemak hewani LH1 ditimbang seberat 250 g. Dipotong-
potong dengan ukuran 1 x 1 cm. Setelah itu dimasukkan kedalam 
wadah stainless steel dan ditambahkan air sebanyak 40 mL. 
Selanjutnya dipanaskan sambil diaduk hingga meleleh lalu diamati 




penyaring stainless steel sehingga diperoleh filtrat dan residu. Filtrat 
ditimbang dan diamati wujud, aroma dan warnanya. Ekstrak lemak 
yang diperoleh dihitung rendemennya. Prosedur yang sama dilakukan 
untuk LH2, LH3, dan LH4. 
3.4.6 Analisis profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan 
LH4 dalam pelarut n-heksan, etil asetat, dan metanol 
LH1 ditimbang seberat 100 mg dan dilarutkan dengan 
masing-masing 1 mL pelarut n-heksan, etil asetat, dan metanol secara 
terpisah lalu dikocok dengan vortex mixer. Setelah itu disentrifus dan 
diambil supernatannya lalu dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL dan 
ditambahkan dengan masing-masing pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol hingga tanda batas sehingga diperoleh LH1 dengan kadar 10 
mg/mL. LH1 dengan kadar 10 mg/mL dianalisis dengan 
spektrofotometer UV-vis pada rentang panjang gelombang 200-800 
nm. Prosedur yang sama dilakukan untuk LH2, LH3, dan LH4. 
3.4.7 Analisis profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 
menggunakan reagen dari ekstrak biji Bixa orellana L.  
dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol 
3.4.7.1 Preparasi larutan stok ekstrak biji B. orellana L.  
Masing-masing ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol biji 
B. orellana L. dibuat larutan stok dengan cara ditimbang ekstrak pekat 
n-heksan biji B. orellana L. seberat 10 mg, dilarutkan dengan 1 mL 
pelarut (n-heksan, etil asetat, dan metanol) dan dikocok dengan vortex 
mixer. Setelah itu disentrifus dan diambil supernatannya, supernatan 
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan dengan 
pelarut hingga tanda batas lalu dihomogenkan sehingga diperoleh 
larutan stok ekstrak dengan kadar 1 mg/mL. Prosedur yang sama 
dilakukan untuk ekstrak etil asetat dan metanol biji B. orellana L.  
3.4.7.2 Analisis profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan 
LH4 menggunakan reagen dari ekstrak biji Bixa 
orellana L.  dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol  
Masing-masing LH1, LH2, LH3, dan LH4 ditimbang seberat 100 
mg dan dilarutkan dengan 1 mL pelarut (n-heksana, etil asetat, dan 
metanol). Selanjutnya dikocok dengan vortex mixer, jika tidak larut 
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sempurna disentrifus dan diambil supernatannya. Supernatan 
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Larutan LH1, LH2, LH3, dan 
LH4 ditambahkan dengan masing-masing larutan stok ekstrak 
sebanyak 1 mL lalu dikocok dengan vortex mixer. Lemak hewani yang 
telah ditambahkan dengan ekstrak dimasukkan kedalam labu ukur 10 
mL dan ditambahkan dengan pelarut hingga tanda batas lalu 
dihomogenkan. Komposisi lemak hewani yang ditambahkan dengan 
ekstrak sesuai yang tertera pada Tabel 3.3. Lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol biji B. 
orellana L. diidentifikasi dengan spektrofotometer UV-vis pada 
rentang panjang gelombang 200-800 nm dengan pelarut n-heksana, 
etil asetat, dan metanol.  
Tabel 3.3. Komposisi  lemak hewani dengan ekstrak BOS1, BOS2, 
BOS3, dan BOS4 
 LH1 LH2 LH3 LH4 
BOS1 BOS1:LH1 BOS1:LH2 BOS1:LH3 BOS1:LH4 
BOS2 BOS2:LH1 BOS2:LH2 BOS2:LH3 BOS2:LH4 
BOS3 BOS3:LH1 BOS3:LH2 BOS3:LH3 BOS3:LH4 
Keterangan : BOS1 : ekstrak n-heksana biji B. orellana L. 
        BOS2 : ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 






HASIL DAN PEMBAHASAN  
 
4.1 Hasil determinasi tumbuhan Bixa orellana L.  
Determinasi tumbuhan B. orellana L. dilakukan di UPT Materia 
Medica Batu yang bertujuan untuk memastikan bahwa biji tumbuhan 
B. orellana L. yang digunakan memang benar berasal dari spesies Bixa 
orellana L. Dari surat determinasi B. orellana L. yang disajikan pada 
Lampiran A.  diperoleh bahwa biji yang digunakan memang benar 
berasal dari spesies Bixa orellana L.  
4.2 Hasil ekstraksi biji Bixa orellana L. dengan metode 
maserasi   
Ekstrak n-heksana biji B. orellana L. selanjutnya dinamakan 
BOS1 memiliki warna kuning tua dengan volume ekstrak sebesar 41 
mL. Ekstrak etil asetat biji B. orellana L. selanjutnya dinamakan 
BOS2 berwarna oranye kemerahan dengan volume ekstrak sebesar 46 
mL. Ekstrak metanol biji B. orellana L. selanjutnya dinamakan BOS3 
berwarna oranye kemerahan dengan volume 50 mL tetapi warna 
sedikit lebih pekat pada ekstrak etil asetat biji B. orellana L. seperti  
yang disajikan pada Gambar 4.1. Ekstraksi dilakukan dengan 
menggunakan pelarut dengan polaritas yang berbeda yaitu nonpolar 
(n-heksana), semipolar (etil asetat), dan polar (metanol).  Berdasarkan 
penelitian yang dilakukan oleh Handayani dan Setyawati [60], 
ekstraksi biji B. orellana L. dengan pelarut n-heksana menghasilkan 
ekstrak dengan warna kuning. Pada penelitian yang dilakukan oleh 
Husa et al. [13] ekstraksi biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
memberikan warna oranye jernih. Biksin dapat terekstrak dengan 
konsentrasi yang tinggi yaitu sekitar 3,5 - 5,2% dengan menggunakan 
pelarut organik seperti metanol dan aseton [13]. Merujuk pada 
penelitian yang dilakukan oleh Retnowati et al. [5], dilakukan 
ekstraksi zat warna dengan menggunakan pelarut dengan berbagai 
polaritas untuk identifikasi lemak hewani diperoleh bahwa dengan 





Gambar 4.1. Ekstrak a) n-heksana, b) etil asetat, c) metanol biji B. 
orellana L. 
Zat warna biksin yang terdapat pada biji B. orellana L. 
berwarna merah dan larut dalam pelarut nonpolar sedangkan norbiksin 
berwarna oranye kemerahan dan larut dalam pelarut polar [14, 15]. 
Biksin memiliki dua stereoisomer yaitu cis-biksin dan trans-biksin. 
Cis-biksin bersifat tidak stabil, berwarna jingga, dan larut dalam 
pelarut polar. Trans-biksin bersifat stabil, berwarna merah, dan larut 
dalam pelarut non-polar [36]. Ekstraksi biji B. orellana L. dengan 
pelarut n-heksana memberikan warna kuning tua sementara ekstraksi 
dengan pelarut etil asetat dan metanol memberikan warna oranye 
kemerahan. Warna oranye kemerahan yang dihasilkan pada ekstrak 
etil asetat dan metanol diduga berasal dari norbiksin dan biksin. Biksin 
bersifat nonpolar sehingga diduga biksin yang diperoleh dalam ekstrak 
metanol biji B. orellana L. adalah cis-biksin yang larut dalam pelarut 
polar dan berwarna oranye. Menurut Husa et al. [13], warna yang 
dihasilkan tergantung dari kadar zat warna yang terekstrak. 
Berdasarkan warna ekstrak yang diperoleh diduga biksin dan 
norbiksin diperoleh pada ekstrak etil asetat dan metanol biji B. 
orellana L. sementara pada ekstrak n-heksana biji B. orellana L. 
diduga biksin diperoleh dengan kadar yang rendah.  
4.3 Hasil analisis komponen penyusun ekstrak biji Bixa 
orellana L. dengan LC-MS/MS 
Hasil analisis menggunakan LC-MS/MS menghasilkan TIC dan 
spektrum massa. TIC merupakan grafik hubungan antara waktu 
retensi dengan respon detektor (% intensitas) komponen. TIC 
digunakan untuk menentukan jumlah komponen penyusun ekstrak biji 
B. orellana L. sedangkan spektrum massa merupakan luaran 
spektrometer massa yang menunjukkan hubungan massa ion fragmen 
bermuatan positif terhadap kelimpahan relatif ion fragmen tersebut. 




Spektrum massa digunakan untuk mengelusidasi struktur komponen 
penyusun. Analisis komponen penyusun ekstrak n-heksana biji B. 
orellana L. diperoleh 15 puncak sebagaimana ditunjukkan oleh TIC 
pada Lampiran B.1 Sedangkan TIC ekstrak etil asetat biji B. orellana 
L. menampilkan 12 puncak yang disajikan pada Lampiran B.2  dan 
TIC ekstrak metanol biji B. orellana L. menampilkan 8 puncak yang 
disajikan pada Lampiran B.3. Massa molekul, massa eksak dan ion 
molekuler dari senyawa target (biksin dan norbiksin) disajikan pada 
Tabel 4.1.  









Biksin C25H30O4 394,5033 394,214409448 395,22 
Norbiksin C24H28O4 380,4767 380,198759384 381,21 
Dari 15 puncak pada TIC ekstrak n-heksana biji B. orellana L.  
terdapat 5 senyawa yang teridentifikasi mempunyai indeks kemiripan 
(SI (Similarity Index) > 90) dengan senyawa pada pustaka hmdb.ca., 
chemspider, Mass Bank of North America. Sedangkan senyawa 
lainnya belum teridentifikasi karena memiliki SI < 90. Data waktu 
retensi dan persentase area komponen penyusun ekstrak n-heksana biji 
B. orellana L. disajikan pada Tabel 4.2. Berdasarkan tabel tersebut, 
pada waktu retensi 13,49 dengan massa molekul terukur 395,22 
berdasarkan database spektrum massa (hmdb.ca) senyawa yang 
dimaksud adalah biksin. Selain biksin diperoleh senyawa dari 
golongan fenil propanoid, organofosforus, dan gliserofosfolipid.  
















1. 99,99 4,37 0,13 C16H29NO5 316,21 Tidak 
teridentifikasi 
 

















5. 84,02 13,49 0,72 C25H30O4 395,22 Biksin Terpenooid 






Dari 12 puncak pada TIC dari ekstrak etil asetat biji B. 
orellana L., diperoleh 9 senyawa teridentifikasi. Data waktu retensi 
dan persentase area komponen penyusun ekstrak etil asetat biji B. 
orellana L. disajikan pada Tabel 4.3. Berdasarkan tabel tersebut ada 
kemiripan waktu retensi pada sebagian besar puncak yang terdeteksi. 
Kemiripan waktu retensi tersebut menunjukkan komponen penyusun 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. merupakan senyawa yang sama. 
Senyawa norbiksin diperoleh pada waktu retensi 11,56. Biksin 
diperoleh pada dua waktu retensi yang mirip yaitu pada waktu rentensi 
13,47 dan pada waktu retensi 13,76. Munculnya biksin pada dua 
waktu retensi yang mirip diduga dari dua isomer biksin. Berdasarkan 
penelitian yang dilakukan de Oliviera Junior, et al. [59], analisis 
komponen penyusun ekstrak n-heksana, etil asetat, dan kloroform biji 
B. orellana L. menggunakan LC-MS/MS dengan kondisi operasional 
fasa diam menggunakan kolom C18 dan fasa gerak menggunakan air 
dan asam format (100:0,001 , v:v) untuk fasa gerak A, dan metanol 
dan asam format (100:0,001 , v:v) untuk fasa gerak B diperoleh dua 
isomer biksin yaitu E-biksin dan Z-biksin. E-biksin diperoleh pada 
waktu retensi yang lebih kecil dibandingkan dengan Z-biksin. E-
norbiksin teridentifikasi pada waktu retensi 14,79 dengan [M + H]+ 
381,2060, Z-norbiksin dengan [M + H]+ 381,2064, E-biksin pada 
waktu retensi 19,31 dengan [M + H]+ 395,2216, Z-biksin pada waktu 
retensi 20,95 dengan [M + H]+ 394,2142, metil-biksin pada waktu 
retensi 24,50 dengan [M + H]+  409,2351. Berdasarkan hasil penelitian 
diduga biksin yang muncul pada waktu retensi 13,47 merupakan E-




merupakan Z-biksin.  Selain norbiksin dan biksin diperoleh senyawa 
lain dari golongan benzodioksol dan gliserofosfolin sesuai yang 
disajikan pada Tabel 4.3.  
















1. 99,99 1,37 0,28 C8H17NO4 192,12 Tidak 
teridentifikasi 
 
2. 86,46 11,56 0,22 C24H28O4 381,21 Norbiksin Terpenoid 









5. 97,13 13,47 0,37 C25H30O4 395,22 E-biksin Terpenoid 
6. 98,83 13,76 C25H30O4 395,22 Z-biksin Terpenoid 
7. 99,17 17,03 51,73 C45H76N5O4P 782,57 Tidak 
teridentifikasi 
 
8. 99,44 17,32 C67H135N4OP 1044,04 Tidak 
teridentifikasi 
 
9. 99,81 17,61 C67H135N4OP 1044,04 Tidak 
teridentifikasi 
 
Dari 8 puncak pada TIC ekstrak metanol biji B. orellana L., 
terdapat 5 senyawa yang teridentifikasi mempunyai indeks kemiripan 
(SI (Similarity Index) > 90). Data waktu retensi dan persentase area 
komponen penyusun ekstrak metanol biji B. orellana L. disajikan pada 
Tabel 4.4. Berdasarkan tabel tersebut diperoleh senyawa biksin pada 




























2. 99,47 13,78 0,64 C25H30O4 395,22 Biksin Terpenoid 




Tabel 4.5. Daftar senyawa yang terdapat dalam ekstrak n-heksana, etil 
asetat, dan metanol biji B. orellana L. 
Golongan 
Senyawa 




   
Z-biksin  
 
-  - 
Norbiksin 
 
















 - - 
2-Linoleoyl-GPC 
 
-   
Benzodioksol Dipiperamide E 
 
-  - 
Keterangan :     : terdapat senyawa yang dimaksud 
- : tidak terdapat senyawa   
BOS1 : ekstrak n-heksana biji B. orellana L.  
BOS2 : ekstrak etil asetat biji B. orellana L.  
BOS3 : ekstrak metanol biji B. orellana L.  
Berdasarkan interpretasi hasil LC-MS/MS, senyawa biksin 
diperoleh pada ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol biji B. 
orellana L., sedangkan senyawa norbiksin diperoleh pada ekstrak etil 
asetat biji B. orellana L. sesuai yang disajikan pada Tabel 4.5. 
4.4 Hasil analisis profil spektrum UV-vis ekstrak biji Bixa 
orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol 
4.4.1 Hasil analisis profil spektrum UV-vis dari ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil 
asetat, dan metanol 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. dengan kadar 0,1 mg/mL menggunakan 
variasi pelarut (n-heksana, etil asetat, metanol) menghasilkan profil 
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spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 4.3. dengan profil 
spektrum UV-vis yang meliputi nilai absorbansi dan panjang 
gelombang pada setiap puncak disajikan pada Tabel 4.6. Gambar 
ekstrak yang dianalisis dengan spektrofotometer UV-vis disajikan 
pada Gambar 4.2.  
 
     
(a)              (b)             (c)  
Gambar 4.2. Ekstrak n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut (a) 
n-heksana, (b) etil asetat, (c) metanol  yang dianalisis dengan 
spektrofotometer UV-vis  
 
Gambar 4.3. Profil spektrum UV-vis ekstrak n-heksana biji B. 



























Tabel 4.6. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak 
pada spektrum UV-vis  ekstrak n-heksana biji B. orellana 
L. dalam n-heksana, etil asetat, dan metanol 
Pelarut Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
n-heksan 0,0 ; 668 0,752 ; 431 0,703 ; 409 0,423 ; 294 
etil asetat 0,907 ; 431 0,524 ; 296 - - 
metanol 0,745 ; 427 0,416 ; 296 - - 
 
Berdasarkan hasil penelitian, profil spektrum UV-Vis dari ekstrak 
n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksan diperoleh 4 pita 
serapan pada panjang gelombang 668 nm, 431 nm, 409 nm, dan 294 
nm. Pada profil spektrum UV-vis ekstrak n-heksana biji B. orellana 
L. dalam pelarut etil asetat diperoleh dua pita serapan pada panjang 
gelombang 431 nm dan 296 nm. Pada profil spektrum UV-vis ekstrak 
n-heksan biji B. orellana L. dalam pelarut metanol memberikan dua 
pita serapan pada panjang gelombang 427 nm dan 296 nm. Pita 
pertama pada spektrum UV-vis ekstrak n-heksana biji B. orellana L. 
dalam pelarut etil asetat menyerap radiasi pada panjang gelombang 
lebih besar (pergeseran batokromik) dibandingkan dengan pelarut 
metanol. Berdasarkan hasil interpretasi data LC-MS/MS, diperoleh 
biksin pada ekstrak n-heksana biji B. orellana L. Menurut penelitian 
Rahmalia et al. [51] profil spektrum UV-vis biksin dalam pelarut 
aseton memberikan 3 puncak serapan pada panjang gelombang 487 
nm, 457 nm, dan 429 nm. Pada profil spektrum UV-vis ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol biji B. orellana L. tidak mempunyai pita serapan seperti pita 
serapan pada profil spektrum UV-vis biksin pada penelitian yang 
dilakukan oleh Rahmalia et al. [51]. Menurut Zaghdoudi et al. [52], 
zat warna karotenoid mempunyai pita serapan pada daerah 400-500 
nm yang merupakan pita serapan dari kromofor dari sistem 
perpanjangan rantai konjugasi dari rantai poliena.  
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4.4.2 Hasil analisis profil spektrum UV-vis ekstrak etil asetat 
biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana, etil asetat, dan 
metanol 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap ekstrak etil asetat 
biji B. orellana L. dengan kadar 0,1 mg/mL dalam variasi pelarut 
dihasilkan profil spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 4.5. 
dengan nilai absorbansi dan panjang gelombang pada setiap puncak 
disajikan pada Tabel 4.7. Ekstrak etil asetat biji B. orellana L. yang 
dianalisis dengan spektrofotometer UV-vis disajikan pada Gambar 
4.4.  
      
(a)                (b)                    (c) 
Gambar 4.4. Ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut (a) 
n-heksana, (b) etil asetat, (c) metanol yang akan dianalisa dengan 
spektrofotometer UV-vis 
 
Gambar 4.5.  Profil spektrum UV-vis ekstrak etil asetat biji B. 































Tabel 4.7. Nilai absorbansi dan panjang gelombang spektrum UV-vis 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam n-heksana, etil 
asetat, dan metanol 
Pelarut Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
Abs ; λ5 
(nm) 
n-heksan 0,456 ; 478 0,788 ; 451 1,084 ; 430 0,979 ; 408 0,185 ; 294 
etil asetat 2,036 ; 485 2,591 ; 455 2,301 ; 432 0,373 ; 285 - 
metanol 1,210 ; 453 0,185 ; 288 - - - 
Profil spektrum UV-vis ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut n-heksana memberikan 5 pita serapan pada panjang 
gelombang 478, 451, 430, 408, dan 294 nm. Profil spektrum UV-vis 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
memberikan 4 pita serapan pada panjang gelombang 485, 455, 432, 
dan 285 nm. Profil spektrum UV-vis ekstrak etil asetat dalam pelarut 
metanol memberikan 2 pita serapan pada panjang gelombang 453 dan 
288 nm. Profil spektrum UV-vis ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut etil asetat dan metanol memiliki profil spektrum UV-vis 
yang mirip dengan ekstrak kloroform biji B. orellana L. pada 
penelitian yang dilakukan oleh Zongo et al. yang disajikan pada 
Gambar 2.9. [15]. Berdasarkan interpretasi hasil LC-MS/MS, 
diperoleh senyawa biksin dan norbiksin pada ekstrak etil asetat biji B. 
orellana L. Menurut penelitian Rahmalia et al. [51] profil spektrum 
UV-vis biksin dalam pelarut aseton memberikan 3 pita serapan pada 
panjang gelombang 487 nm, 457 nm, dan 429 nm. Spektrum UV-vis 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
mempunyai pita serapan pada panjang gelombang 485, 455, dan 432 
nm mirip dengan profil spektrum UV-vis biksin dalam pelarut aseton 
pada penelitian Rahmalia et al. [51] yang disajikan pada Gambar 2.8. 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Sulistyaningrum [53], dilakukan 
isolasi senyawa karotenoid dari bayam merah dan dianalisis dengan 
spektrofotometer UV-vis diperoleh pita serapan pada panjang 
gelombang 432, 456, dan 483. Pita serapan tersebut mirip dengan pita 
serapan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat. 
Biksin dan norbiksin tergolong kedalam senyawa karotenoid. 
Senyawa karotenoid memiliki pita serapan pada rentang panjang 
gelombang 400-500 nm yang merupakan pita serapan dari sistem 
perpanjangan konjugasi dari rantai poliena [52].  
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4.4.3 Hasil analisis ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam 
pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap ekstrak metanol 
biji B. orellana L. dengan kadar 0,1 mg/mL menghasilkan profil 
spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 4.7. dengan profil 
spektrum UV-vis yang meliputi nilai absorbansi dan panjang 
gelombang pada setiap puncak disajikan pada Tabel 4.8. Ekstrak 
metanol biji B. orellana L. yang akan dianalisa menggunakan 
spektrofotometer UV-vis disajikan pada Gambar 4.6.  
 
      
(a)              (b)              (c)  
Gambar 4.6. Ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut (a) n-
heksan, (b) etil asetat, (c) metanol 
 
Gambar 4.7. Profil spektrum UV-vis ekstrak metanol biji B. 




























Tabel 4.8. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak 
ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksan, 
etil asetat, dan metanol 
Pelarut Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
n-heksana 0,831 ; 431 0,804 ; 410 0,364 ; 295 - 
etil asetat 1,188 ; 484 1,640 ; 452 1,619 ; 431 0,538 ; 294 
metanol 1,473 ; 449 1,467 ; 430 0,644 ; 290 - 
Profil spektrum UV-vis ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam 
pelarut n-heksana memberikan 3 pita serapan pada panjang 
gelombang 431, 410, dan 295 nm. Profil spektrum UV-vis ekstrak 
metanol biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat memberikan 4 pita 
serapan pada panjang gelombang 484, 452, 431, dan 294 nm. Profil 
spektrum UV-vis ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut 
metanol memberikan 3 pita serapan pada panjang gelombang 449, 
430, dan 290 nm. Berdasarkan interpretasi hasil LC-MS/MS, 
diperoleh senyawa biksin pada ekstrak metanol biji B. orellana L. 
Menurut penelitian Rahmalia et al. [51] profil spektrum UV-vis biksin 
dalam pelarut aseton memberikan 3 pita serapan pada panjang 
gelombang 487 nm, 457 nm, dan 429 nm. Hasil analisis profil 
spektrum UV-vis ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut etil 
asetat memberikan pita serapan pada panjang gelombang 484, 452, 
dan 431 nm  yang mirip dengan profil spektrum UV-vis biksin dalam 
pelarut aseton pada penelitian Rahmalia et al. [51]. Selain itu, pita 
serapan ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
mempunyai pita serapan yang mirip dengan isolat karotenoid dari 
bayam merah yaitu pada panjang gelombang 432, 456, dan 483 nm 
pada penelitian yang dilakukan oleh Sulistyaningrum [53]. Biksin 
tergolong kedalam senyawa karotenoid yang memiliki pita serapan 
pada rentang panjang gelombang 400-500 nm yang merupakan pita 
serapan dari gugus kromofor sistem perpanjangan konjugasi dari 
rantai poliena [52].  
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap ekstrak biji B. 
orellana L. menunjukkan bahwa profil spektrum UV-vis ekstrak etil 
asetat biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat dan profil spektrum 
UV-vis ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
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mempunyai pita serapan yang mirip dengan pita serapan pada profil 
spektrum UV-vis biksin dalam pelarut aseton.  
4.5 Hasil ekstraksi lemak hewani dengan metode pemanasan 
(wet rendering) 
Hasil ekstraksi LH1 (lemak hewan 1), LH2 (lemak hewan 2), 
LH3 (lemak hewan 3), dan LH4 (lemak hewan 4) disajikan pada Tabel 
4.9. dan gambar ekstrak lemak hewani disajikan pada Gambar 4.8.  
 
Gambar 4.8. Ekstrak LH1, LH2, LH3, dan LH4 
 
 








1. LH1 62,8 Putih 
kekuningan 
Padat 
2. LH2 64,04 Putih  Padat 
3. LH3 60,24 Kuning 
jernih 
Cair 
4. LH4 68,84 Putih jernih Cair 
 
LH1 dan LH2 dalam temperatur ruang berwujud padat diduga karena 
komponen asam lemak penyusun LH1 dan LH2 didominasi oleh asam 
lemak jenuh. Berbeda dengan LH3 dan LH4 dalam temperatur ruang 
berwujud cair karena komponen asam lemak penyusun lemak pada 
LH3 dan LH4  didominasi oleh asam lemak tak jenuh [2]. Menurut 




dibandingkan dengan lemak ayam. LH4 memiliki wujud cair dengan 
warna putih jernih. Menurut Rohman et al. [24], lemak babi memiliki 
karakteristik yang mirip dengan minyak zaitun yaitu memiliki kadar 
asam oleat yang tinggi sehingga lemak babi banyak dimanfaatkan 
sebagai emulsifier dan emolien. Namun, kadar asam oleat pada 
minyak zaitun lebih tinggi dibandingkan dengan lemak babi. LH1, 
LH2, LH3, dan LH4 mempunyai rendemen yang tidak jauh berbeda 
dengan rendemen tertinggi terdapat pada LH4. Berdasarkan penelitian 
sebelumnya, LH1 berwarna kuning dengan rendemen sebesar 64,26%, 
LH2 berwarna putih dengan rendemen sebesar 79,06%, LH3 berwarna 
kuning dengan rendemen sebesar 61,77%, dan LH4 berwarna kuning 
dengan rendemen sebesar 68,86%. LH1 dan LH2 berwujud padat 
sementara LH3 dan LH4 berwujud cair pada temperatur ruang [61].  
4.6 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani (LH1, 
LH2, LH3, dan LH4) dalam pelarut n-heksana, etil asetat, 
dan metanol 
4.6.1 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani dalam 
pelarut n-heksana  
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap LH1, LH2, 
LH3, dan LH4 dengan kadar 10 mg/mL dalam pelarut n-heksana 
menghasilkan profil spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 
4.9. dan Tabel 4.10.  Profil spektrum UV-vis dari LH1 dan LH2 dalam 
pelarut n-heksana pada Gambar 4.9. tampak mirip. Pita serapan 
utama dari LH1 yaitu pita ke-5 memiliki panjang gelombang sebesar 
240 nm dengan absorbansi 2,166 dan pita ke-5 pada spektrum UV-vis 
LH2 memiliki nilai panjang gelombang 244 nm dengan absorbansi 
2,552. Profil spektrum UV-vis LH1 dan LH2 dalam pelarut n-heksana 
tampak mirip diduga karena LH1 dan LH2 terusun atas komponen 
utama yang sama yaitu didominasi oleh asam lemak jenuh [22]. Profil 
spektrum UV-vis LH1 dan LH2 berbeda dengan LH3 dan LH4. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Taufik et al. [1], analisis 
profil spektrum UV-vis pada lemak babi muncul satu pita utama pada 
panjang gelombang 270 nm. Puncak 1 pada profil spektrum UV-vis 
LH4 memiliki nilai panjang gelombang 274 nm untuk LH4 mirip 















Gambar 4.9. Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, LH4 dalam pelarut 
n-heksana 
Tabel 4.10. Nilai panjang gelombang dan absorbansi setiap puncak 
pada profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 
dalam pelarut n-heksan  
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
Abs ; λ5 
(nm) 
























   




   
 
4.6.2 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani dalam 
pelarut etil asetat 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 




profil spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 4.10. dan Tabel 
4.11. Analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani dengan 
menggunakan pelarut etil asetat diperoleh bahwa LH4 mempunyai 
pita serapan yang berbeda dengan LH1, LH2, dan LH3. Perbedaan 
spektrum tersebut diduga karena kadar komponen asam lemak 
penyusun LH1, LH2, LH3, dan LH4 berbeda. LH4 memiliki kadar 
asam oleat yang lebih tinggi dibandingkan dengan LH1, LH2, dan 
LH3 [23]. Menurut Taufik et al. [1], profil spektrum UV-vis LH4 
dalam pelarut n-heksana memberikan pita serapan pada panjang 
gelombang 270 nm. Hasil analisis profil spektrum UV-vis LH4 dalam 
pelarut etil asetat pada puncak kedua memberikan serapan pada 















Gambar 4.10. Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, LH4 dalam 
pelarut etil asetat 
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Tabel 4.11. Nilai panjang gelombang dan absorbansi setiap puncak 
pada Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 dalam 
etil asetat   
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 













































    
4.6.3 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani dalam 
pelarut metanol 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak hewani 
dalam pelarut metanol menghasilkan profil spektrum UV-vis yang  
disajikan pada Gambar 4.11. dan Tabel 4.12. Profil spektrum UV-vis 
antara LH1, LH2, LH3, dan LH4 berbeda. Perbedaan spektrum UV-
vis tersebut diduga karena pada LH1, LH2, LH3, dan LH4 memiliki 
kadar asam lemak yang berbeda [23].  Profil spektrum UV-vis antara 
LH1 dan LH2 memiliki nilai panjang gelombang yang sama namun 
memiliki absorbansi yang berbeda. Sama halnya dengan profil 
spektrum UV-vis  LH3 dan LH4 memiliki nilai panjang gelombang 
yang hampir sama namun berbeda absorbansi. Kemiripan profil 
spektrum UV-vis antara LH1 dengan LH2 dan LH3 dengan LH4 
diduga karena komponen penyusun LH1 dan LH2 tersusun atas 
komponen utama yang sama. Menurut Anwar et al. [55], profil 
spektrum UV-vis asam oleat memiliki pita serapan pada panjang 
gelombang 240 nm. Pita pertama pada profil spektrum UV-vis LH3 
dan LH4 menyerap radiasi masing-masing pada panjang gelombang 
240 dan 240,2 nm mirip dengan pita serapan asam oleat. Profil 
spektrum UV-vis asam linolenat mempunyai pita serapan pada 




vis LH3 dan LH4 menyerap radiasi masing-masing pada panjang 













Gambar 4.11. Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, LH4 dalam 
pelarut metanol 
Tabel 4.12. Nilai panjang gelombang dan absorbansi setiap puncak 
pada spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 dalam 
metanol    
 Abs ; λ1 (nm) Abs ; λ2 (nm) Abs ; λ3 (nm) 
LH1 0,024 ; 315,0 0,047 ; 279,0 0,270 ; 234,0 
LH2 0,002 ; 465,0 0,515 ; 234,0  
LH3 0,031 ; 279,0 0,250 ; 240,0  
LH4 0,035 ; 284,0 0,623 ; 242,0  
 
 Perbedaan pelarut ternyata memberikan perbedaan profil 
spektrum UV-vis dari lemak hewani. Profil spektrum UV-vis LH1, 
LH2, LH3, dan LH4 yang disajikan pada Gambar 4.12. dalam pelarut 
n-heksana memiliki absorbansi yang lebih besar dibandingkan dengan 
LH1 dalam pelarut etil asetat dan metanol (efek hiperkromik).  Profil 
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spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 dalam pelarut etil asetat 
menyerap radiasi dengan panjang gelombang yang lebih besar 










Gambar 4.12. Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 dengan 
variasi pelarut 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis lemak hewani dalam 
pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol menunjukkan bahwa LH1, 
LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan secara jelas menggunakan 
pelarut n-heksana. LH4 dapat dibedakan secara jelas dari LH1, LH2, 




4.7 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani (LH1, 
LH2, LH3, dan LH4) menggunakan reagen dari ekstrak biji 
Bixa orellana L.  pelarut larut n-heksan, etil asetat, dan 
metanol 
4.7.1 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani (LH1, 
LH2, LH3, dan LH4) menggunakan reagen ekstrak n-
heksan, etil asetat, dan metanol biji B. orellana L. dalam 
pelarut n-heksana 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani (LH1, LH2, LH3, dan LH4) menggunakan reagen dari ekstrak 
n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana sehingga 
diperoleh kadar sebesar 0,11 mg/mL menghasilkan profil spektrum 
UV-vis yang disajikan pada Gambar 4.14. dan Tabel 4.13. Gambar 
dari lemak hewani yang telah ditambahkan dengan reagen ekstrak n-
heksan biji B. orellana L. disajikan pada Gambar 4.13. Profil 
spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan 
menggunakan  ekstrak n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-
heksana. Asam lemak penyusun lemak hewani diduga berinteraksi 
dengan biksin yang terdapat pada ekstrak n-heksan biji B. orellana L. 
Interaksi yang terjadi yaitu asam lemak tersolvasi oleh biksin melalui 
ikatan hidrogen dengan interaksi sesuai yang disajikan pada 
Lampiran D. Perbedaan antara lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. terdapat 
pada Gambar 4.15.  
    
LH1          LH2           LH3            LH4 
Gambar 4.13. Lemak hewani yang ditambahkan dengan ekstrak n-




Gambar 4.14. Spektrum UV-vis lemak hewani yang ditambahkan 
dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana 
 
 
Tabel 4.13. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak n-heksana 

















BOS1-LH1 S1 10X BOS1-LH2 S1 10X
BOS1-LH3 S1 10X BOS1-LH4 S1 10X





























   














































































Gambar 4.15. Perbedaan spektrum UV-vis lemak hewani sebelum 
dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut n-heksana sehingga diperoleh kadar sebesar 0,11 
mg/mL dihasilkan profil spektrum UV-vis yang disajikan pada 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
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Gambar 4.17. dan Tabel 4.14. Lemak hewani yang ditambahkan 
dengan reagen dari ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut 
n-heksana disajikan pada Gambar 4.16. Perbedaan profil spektrum 
UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah ditambahkan dengan 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. disajikan pada Gambar 4.17. 
LH1, LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan dengan menggunakan 
reagen ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana 
secara spektrofotometri UV-vis. LH1 yang ditambahkan dengan 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. memiliki profil spektrum UV-vis 
yang mirip dengan LH2 yang ditambahkan dengan biji B. orellana L. 
Asam lemak penyusun lemak hewani diduga mengalami interaksi 
solvasi ikatan hidrogen dengan komponen yang terdapat dalam 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. yaitu biksin dan norbiksin yang 
diduga berkontribusi dalam terjadinya interaksi sesuai yang disajikan 
pada Lampiran D.  
    
LH1         LH2             LH3             LH4 
Gambar 4.16. Lemak hewani yang ditambahkan dengan reagen 






Gambar 4.17. Spektrum UV-vis lemak hewani yang ditambahkan 
dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana 
Tabel 4.14. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak etil asetat biji 
















BOS2-LH1 S1 10X BOS2-LH2 S1 10X
BOS2-LH3 S1 10X BOS2-LH4 S1 10X
















































































































Gambar 4.18. Perbandingan spektrum UV-vis lemak hewani 
sebelum dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak etil asetat biji B. 
orellana L. 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
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dalam pelarut n-heksana menghasilkan profil spektrum UV-vis yang 
disajikan pada Gambar 4.20. dan Tabel 4.15. Lemak hewani yang 
telah ditambahkan dengan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana 
L. sehingga diperoleh kadar sebesar 0,11 mg/mL disajikan pada 
Gambar 4.19. Lemak hewani (LH1, LH2, LH3, dan LH4) dapat 
dibedakan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. secara 
spektrofotometri UV-vis menggunakan pelarut n-heksana. Meskipun 
terdapat kemiripan antara profil spektrum UV-vis LH3 dengan LH4 
yang telah ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L., 
tetapi masih terdapat nilai absorbansi dan panjang gelombang yang 
berbeda pada setiap puncaknya. Perbedaan mencolok terdapat pada 
puncak ke-3 dan ke-4 pada spektrum UV-vis LH3 dan LH4 yang 
ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L.  Asam lemak 
penyusun lemak pada LH3 dan LH4 didominasi oleh asam lemak tak 
jenuh dengan asam oleat, asam linoleat, dan asam linolenat pada LH4 
lebih tinggi dibandingkan dengan LH3 [23]. Asam lemak diduga 
tersolvasi oleh biksin yang terdapat pada ekstrak metanol biji B. 
orellana L. melalui ikatan hidrogen dengan interaksi sesuai yang 
disajikan pada Lampiran D. 
       
LH1           LH2             LH3         LH4 
Gambar 4.19. lemak hewani yang ditambahkan dengan reagen 




Gambar 4.20. Spektrum UV-vis lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam 
pelarut n-heksana 
Tabel 4.15. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak metanol biji 
















BOS3-LH1 S1 10X BOS3-LH2 S1 10X
BOS3-LH3 S1 10X BOS3-LH4 S1 10X











































































































Gambar 4.21. Perbedaan spektrum UV-vis lemak hewani sebelum 
dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. 
Analisis spektrofotometri UV-vis lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan reagen dari ekstrak biji B. orellana L. dalam 
pelarut n-heksana menunjukkan bahwa LH1, LH2, LH3, dan LH4 
dapat dibedakan secara jelas menggunakan ekstrak n-heksana dan etil 
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4.7.2 Hasil analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani (LH1, 
LH2, LH3, dan LH4) menggunakan reagen dari ekstrak n-
heksan, etil asetat, dan metanol biji B. orellana L.  dalam pelarut 
etil asetat 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak n-heksana biji B. orellana 
L. dalam pelarut etil asetat menghasilkan profil spektrum UV-vis yang 
disajikan pada Gambar 4.23. dan Tabel 4.16. Lemak hewani yang 
telah ditambahkan dengan reagen ekstrak n-heksan biji B. orellana L. 
dalam pelarut etil asetat sehingga diperoleh kadar 1,1 mg/mL disajikan 
pada Gambar 4.22. Perbedaan profil spektrum UV-vis lemak hewani 
sebelum dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak disajikan pada 
Gambar 4.24. LH1, LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan dengan 
menggunakan reagen dari ekstrak n-heksan biji B. orelana L. secara 
spektrofotometri UV-vis. LH4 yang ditambahkan dengan ekstrak n-
heksana bij B. orellana L. memiliki perbedaan spektrum UV-vis yang 
mencolok. Masing-masing puncak pada LH1, LH2, dan LH3 dalam 
ekstrak menyerap panjang gelombang yang hampir sama hanya 
berbeda pada nilai absorbansinya. LH1, LH2, LH3, dan LH4 memiliki 
kadar komponen penyusun asam lemak yang berbeda. LH4 memiliki 
kadar asam oleat dan asam linoleat yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan LH1, LH2, dan LH3 [23]. Diduga terjadi interaksi antara asam 
lemak dengan biksin yang larut dalam lemak. Interaksi yang terjadi 
yaitu solvasi oleh ikatan hidrogen pada asam lemak dengan biksin 
sesuai yang terdapat pada Lampiran D. 
    
LH1           LH2           LH3        LH4  
Gambar 4.22. Lemak hewani yang telah ditambahkan dengan 





Gambar 4.23. Spektrum UV-vis lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. dalam 
pelarut etil asetat 
Tabel 4.16. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak n-heksan biji 
B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
Abs ; λ5 
(nm) 
Abs ; λ6 
(nm) 
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Gambar 4.24. Spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani dengan menggunakan reagen ekstrak etil asetat biji B. orellana 
L. dalam pelarut etil asetat menghasilkan profil spektrum UV-vis yang  
disajikan pada Gambar 4.26. dan Tabel 4.17. Lemak hewani yang 
telah ditambahkan dengan reagen ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut etil asetat mempunyai kadar sebesar 0,11 mg/mL. Profil 
spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah ditambahkan 
dengan reagen ekstrak etil asetat biji B. orellana L. disajikan pada 
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Gambar 4.27. Profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 
yang telah ditambahkan dengan ekstrak etil asetat B. orellana L. 
memiliki profil spektrum UV-vis yang mirip sehingga sulit dibedakan. 
Namun, masih terdapat perbedaan pada nilai absorbansi dari setiap 
puncak. Spektrum UV-vis LH4 yang telah ditambahkan dengan 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. memiliki perbedaan yang jelas 
dari spektrum UV-vis LH1, LH2, dan LH3 yang telah ditambahkan 
dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. LH1, LH2, LH3, dan LH4 
memiliki kadar komponen penyusun asam lemak yang berbeda. LH4 
memiliki kadar asam oleat dan asam linoleat yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan LH1, LH2, dan LH3 [23]. Asam lemak 
penyusun lemak diduga mengalami interaksi dengan biksin dan 
norbiksin yang terdapat pada ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
Interaksi yang terjadi yaitu tersolvasinya asam lemak dengan biksin 
dan norbiksin oleh ikatan hidrogen sesuai yang tertera pada Lampiran 
D. 
       
LH1            LH2            LH3         LH4 
Gambar 4.25. Lemak hewani yang telah ditambahkan dengan 




Gambar 4.26. Spektrum UV-vis lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam 
pelarut etil asetat dengan kadar 0,11 mg/mL 
Tabel 4.17. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak etil asetat biji 
B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
Abs ; λ5 
(nm) 
Abs ; λ6 
(nm) 

































































BOS2-LH1 10x BOS2-LH2 S2 10x








































Gambar 4.27. Spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis lemak hewani 
menggunakan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. 
menghasilkan profil spektrum UV-vis yang disajikan pada Gambar 
4.29. dan Tabel 4.18. Lemak hewani yang telah ditambahkan dengan 
reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
sehingga diperoleh kadar 1,1 mg/mL disajikan pada Gambar 4.28. 





















































































Panjang gelombang (nm) 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm) 
62 
 
ditambahkan dengan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. 
disajikan pada Gambar 4.29. LH1, LH2, LH3, dan LH4 dapat 
dibedakan secara spektrofotometri UV-vis menggunakan reagen dari 
ekstrak metanol biji B. orellana L. Spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3 
setelah ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. 
memiliki kemiripan, tetapi masih terdapat perbedaan pada nilai 
absorbansinya. Spektrum UV-vis LH4 setelah ditambahkan dengan 
ekstrak metanol biji B. orellana L. memiliki perbedaan yang jelas dari 
spektrum UV-vis LH1, LH2, dan LH3 setelah ditambahkan dengan 
ekstrak metanol biji B. orellana L. LH1, LH2, LH3, dan LH4 memiliki 
kadar komponen penyusun asam lemak yang berbeda. LH4 memiliki 
kadar asam oleat dan asam linoleat yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan LH1, LH2, dan LH3 [23].  Diduga terjadi interaksi 
tersolvasinya asam lemak penyusun LH1, LH2, LH3, dan LH4 dengan 
biksin yang terdapat dalam ekstrak metanol biji B. orellana L. oleh 
ikatan hidrogen sesuai yang terdapat pada Lampiran D. 
    
LH1              LH2               LH3          LH4 
Gambar 4.28. Lemak hewani setelah ditambahkan dengan reagen 





Gambar 4.29. Spektrum UV-vis lemak hewani yang telah 
ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. dalam 
pelarut etil asetat dengan kadar 1,1 mg/mL 
Tabel 4.18. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak dari 
spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak metanol biji 
B. orellana L. dalam pelarut etil asetat 
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
Abs ; λ5 
(nm) 
Abs ; λ6 
(nm) 
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Gambar 4.30. Spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L.   
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan ekstrak biji B. orellana L. dalam pelarut etil 
asetat menunjukkan bahwa LH4 memiliki karakteristik pita serapan 
yang berbeda dengan LH1, LH2, dan LH3 dimana tidak munculnya 
pita serapan pada panjang gelombang sekitar 268 dan 280 nm. Pada 
penelitian yang dilakukan oleh Retnowati et al., [5], identifikasi lemak 
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hewani menggunakan metode spektrofotometri UV-vis menggunakan 
ekstrak Curcuma longa L., Curcuma zanthorizza, Curcuma heynaena, 
Zingiber montanum, Uncaria, Caesalpinia sappan, dan Areca catechu 
dalam pelarut etil asetat dapat membedakan antara LH1, LH2, LH3, 
dan LH4.  
4.7.3 Analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani (LH1, LH2, 
LH3, dan LH4) menggunakan ekstrak n-heksana, etil 
asetat, dan metanol biji B. orellana L. dalam pelarut 
metanol 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak n-heksana biji B. orellana 
L. dalam pelarut metanol menghasilkan profil spektrum UV-vis yang 
disajikan pada Gambar 4.32. dan Tabel 4.19. Lemak hewani setelah 
ditambahkan dengan reagen dari ekstrak n-heksana biji B. orellana L. 
sehingga diperoleh kadar sebesar 1,1 mg/mL disajikan pada Gambar 
4.31. Perbedaan profil spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan 
sesudah ditambahkan dengan reagen dari ekstrak n-heksana biji B. 
orellana L. dalam pelarut metanol disajikan pada Gambar 4.33. Profil 
spektrum UV-vis LH1 dan LH3 setelah ditambahkan dengan ekstrak 
n-heksana biji B. orellana L. mirip, begitu juga dengan spektrum UV-
vis LH2 yang telah ditambahkan dengan ekstrak n-heksana biji B. 
orellana L. mirip dengan spektrum UV-vis LH4 setelah ditambahkan 
dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L.  Namun, terdapat 
perbedaan nilai absorbansi dan panjang gelombang dari setiap puncak 
pada spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 setelah ditambahkan 
dengan ekstrak n-heksana biji B. orellana L. Dengan demikian LH1, 
LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan dengan menggunakan ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. Terdapat perbedaan profil spektrum Uv-
vis lemak hewani sebelum dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak 
n-heksana biji B. orellana L.  Asam lemak diduga tersolvasi biksin 
yang merupakan komponen penyusun ekstrak n-heksana biji B. 
orellana L. melalui ikatan hidrogen. Interaksi yang terjadi sesuai yang 
disajikan pada Lampiran D. 
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LH1          LH2       LH3      LH4  
Gambar 4.31. Lemak hewani (a) LH1, (b) LH2, (c) LH3, dan (d) 
LH4 setelah ditambahkan dengan reagen dari ekstrak n-heksana biji 
B. orellana L. dalam pelarut metanol 
 
Gambar 4.32. Spektrum UV-vis lemak hewani setelah ditambahkan 
dengan ekstrak n-heksan biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
Tabel 4.19. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak 
dari spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak n-
heksana biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
 Abs ; λ1 
(nm) 
Abs ; λ2 
(nm) 
Abs ; λ3 
(nm) 
Abs ; λ4 
(nm) 
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Gambar 4.33. Spektrum UV-vis lemak hewnai sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak n-heksan biji B. orellana L. 
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Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut metanol menghasilkan profil spektrum UV-vis yang 
disajikan pada Gambar 4.45. dan Tabel 4.20. Lemak hewani yang 
telah ditambahkan dengan reagen ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
dalam pelarut metanol sehingga diperoleh kadar 0,11 mg/mL disajikan 
pada Gambar 4.46. Perbedaan profil spektrum UV-vis lemak hewani 
sebelum dan sesudah ditambahkan dengan ekstrak disajikan pada 
Gambar 4.44. LH1, LH2, LH3, dan LH4 yang ditambahkan dengan 
ekstrak etil asetat biji B. orellana L. memiliki memiliki profil 
spektrum UV-vis yang mirip dengan nilai absorbansi dan panjang 
gelombang dari setiap puncaknya hampir sama sehingga sulit 
dibedakan antara LH1, LH2, LH3, dan LH4. Asam lemak diduga 
tersolvasi oleh biksin dan norbiksin yang merupakan komponen 
penyusun ekstrak etil asetat biji B. orellana L. melalui ikatan 
hidrogen. Interaksi yang terjadi terdapat pada Lampiran D. 
       




Gambar 4.34. Lemak hewani setelah ditambahkan dengan reagen 
dari ekstrak etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
 
Gambar 4.35. Spektrum UV-vis lemak hewani (a) LH1, (b) LH2, (c) 
LH3, dan (d) LH4 dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L.  
dalam pelarut metanol 
Tabel 4.20. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak 
dari spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak etil 
asetat biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
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Gambar 4.36. Spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak 
hewani menggunakan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. 
dalam pelarut metanol dihasilkan profil spektrum UV-vis yang 
disajikan pada Gambar 4.38. dan Tabel 4.21. Lemak hewani setelah 
ditambahkan dengan reagen dari ekstrak metanol biji B. orellana L. 
dalam pelarut metanol sehingga diperoleh kadar sebesar 1,1 mg/mL 
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lemak hewani sebelum dan sesudah ditambahkan dengan reagen dari 
ekstrak metanol biji B. orellana L. disajikan pada Gambar 4.39. LH1, 
LH2, LH3, dan LH4 yang ditambahkan dengan ekstrak metanol biji 
B. orellana L. memiliki spektrum UV-vis yang mirip tetapi memiliki 
nilai absorbansi dan panjang gelombang yang sedikit berbeda 
sehingga masih dapat dibedakan antara LH1, LH2, LH3, dan LH4 
secara spektrofotometri UV-vis. Asam lemak diduga tersolvasi 
dengan biksin yang merupakan komponen yang terdapat pada ekstrak 
metanol biji B. orellana L. melalui ikatan hidrogen. Reaksi yang  
terjadi terdapat pada Lampiran D. 
    
LH1        LH2        LH3         LH4 
Gambar 4.37. Lemak hewani setelah ditambahkan dengan reagen 
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72 
 
Gambar 4.38. Spektrum UV-vis lemak hewani setelah ditambahkan 
dengan ekstrak metanol biji B. orellana L.  dalam pelarut metanol 
Tabel 4.21. Nilai absorbansi dan panjang gelombang setiap puncak 
dari spektrum UV-vis lemak hewani dengan ekstrak 
metanol biji B. orellana L. dalam pelarut metanol 
 Abs ; λ1 (nm) Abs ; λ2 (nm) Abs ; λ3 (nm) 
LH1 1,148 ; 449,5 1,129 ; 431,5 1,820 ; 222,0 
LH2 1,176 ; 449,5 1,158 ; 432,0 2,135 ; 222,5 
LH3 1,173 ; 449,5 1,159 ; 432,0 2,280 ; 223,5 
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Gambar 4.39. Spektrum UV-vis lemak hewani sebelum dan sesudah 
ditambahkan dengan ekstrak metanol biji B. orellana L. 
Hasil analisis spektrofotometri UV-vis terhadap lemak hewani 
menggunakan ekstrak biji B. orellana L. dalam pelarut metanol sulit 
membedakan antara LH1, LH2, LH3, dan LH4. Lemak hewani (LH1, 
LH2, LH3, dan LH4) dapat dibedakan menggunakan ekstrak etil asetat 
biji B. orellana L. dalam pelarut metanol dengan melihat nilai 
absorbansinya.  
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, ekstraksi biji B. 
orellana L. memberikan warna oranye kemerahan menggunakan 
pelarut etil asetat dan metanol. Analisis profil spektrum UV-vis lemak 
hewani dalam pelarut n-heksana dapat membedakan antara LH1, LH2, 
LH3, dan LH4. Lemak hewani dapat dibedakan menggunakan ekstrak 
n-heksana biji B. orellana L. dalam pelarut n-heksana sementara 
dengan menggunakan pelarut etil asetat LH4 memberikan 
karakteristik pita serapan yang berbeda dari LH1, LH2, dan LH3. 
Dengan demikian, pada penelitian selanjutnya identifikasi lemak 
hewani dapat dilakukan dengan menggunakan ekstrak n-heksana biji 
B. orellana L. dalam pelarut n-heksana.  
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BAB V  
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa : 
1. Komponen penyusun ekstrak biji B. orellana L. yang dianalisis 
dengan LC-MS/MS menunjukkan adanya senyawa biksin 
(ekstrak n-heksan, etil asetat, dan metanol) dan norbiksin 
(ekstrak etil asetat). Senyawa biksin yang diperoleh 
menunjukkan isomer dari E-biksin dan Z-biksin 
2. Polaritas pelarut yang berbeda menghasilkan profil spektrum 
UV-vis lemak yang berbeda 
3. Identifikasi lemak hewani dengan spektrofotometer UV-vis 
dapat dilakukan dengan menggunakan ekstrak biji B. orellana L. 
LH1, LH2, LH3, dan LH4 dapat dibedakan secara jelas dengan 
ekstrak n-heksana dan etil asetat biji B. orellana L. dalam pelarut 
n-heksana. LH4 memiliki karakteristik pita serapan yang 
berbeda dengan LH1, LH2, LH3 dalam pelarut etil asetat. 
5.2 Saran 
Perlu dilakukan pengembangan lebih lanjut dalam identfikasi 
lemak hewani menggunakan metode spektrofotometri UV-vis. Perlu 
ditentukan resolusi dari spektrofotometer UV-vis dalam membedakan 
LH1, LH2, LH3, dan LH4 menggunakan ekstrak biji B. orellana L.  
Pada penelitian selanjutnya, ekstrak pekat perlu ditimbang dalam 
jumlah yang lebih besar dari 1 mg untuk memperkecil kesalahan 
dalam penimbangan. Perlu untuk dilakukan pengulangan dalam 
analisis dengan spektrofotometer UV-vis untuk meningkatkan 
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LAMPIRAN A. Surat Keterangan Determinasi Tumbuhan B. 





LAMPIRAN B. TIC Ekstrak Biji B. orellana L.  
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LAMPIRAN C. Spektrum Massa Ekstrak Biji B. orellana L.  
C.1. Spektrum massa ekstrak n-heksan biji B. orellana L. 
Waktu retensi 4,37 
 
Waktu retensi 9,32 
 
Waktu retensi 12,22 
 
Waktu retensi 12,75 
 










































































C.2. Spektrum massa ekstrak etil asetat biji B. orellana L. 
Waktu retensi 1,37 
 
Waktu retensi 11,56 
 
Waktu retensi 12,09 
 
Waktu retensi 12,42 
 
Waktu retensi 13,47 
 
Waktu retensi 13,76 
S1 Kimia UB
m/z

























































Waktu retensi 17,03 
 
C.3. Spektrum massa ekstrak metanol biji B. orellana L. 
Waktu retensi 12,42 
 
Waktu retensi 13,78  
 























































1044.0433496.3405 555.2939 876.8012745.3757 1160.59291268.6375
S1 Kimia UB
m/z
















LAMPIRAN D. Interaksi dan Reaksi Senyawa Penyusun Ekstrak 
dengan Lemak Hewani  
D.1. Ikatan hidrogen antara lemak dengan biksin 
 
 







LAMPIRAN E. Perhitungan 
E.1. Perhitungan rendemen lemak hewani 




 x 100 %  
 
     = 
157 𝑔
250 𝑔
 x 100 % = 62,8% 




 x 100% 
 
      = 
160,1 𝑔
250 𝑔
 x 100% = 64,04% 




 x 100% 
  
      = 
150,6 𝑔 
250 𝑔 
 x 100% = 60,24% 




 x 100% 
 
      = 
166,6 𝑔 
242 𝑔 
 x 100% = 68,84% 
 
E.2. Perhitungan kadar ekstrak biji B. orellana L. L. yang digunakan 
untuk analisis dengan spektrofotometer UV-vis 






 = 0,1 mg/mL 
 
E.3. Perhitungan kadar lemak hewani yang digunakan untuk 
mengukur absorbansi dan panjang gelombang dengan 
spektrofotometer UV-vis 






 = 10 mg/mL 
E.4. Lemak hewani yang ditambahkan dengan ekstrak 










 = 1 mg/mL 



















LAMPIRAN F.Diagram Alir Penelitian  






















   
Serbuk B.orellana 
L.6 g 
Pelarut (n-heksan, etil 
asetat, atau metanol) 60 mL 
- Dimasukkan kedalam erlenmeyer 
kapasitas 100 mL 
- Erlenmeyer ditutup rapat dan dimaserasi 
selama 15 menit agar terjadi proses 
difusi ke selnya 
- Dimasukkan setetes demi 
setetes 
Campuran 1 
- Erlenmeyer diaduk perlahan 
- Dimaserasi selama 24 jam, erlenmeyer 
dibungkus dengan alumunium foil dan 
ditutup rapat 
- Diamati dan dicatat warna dan aroma 
ekstrak  
- Dimaserasi selama 24 jam, erlenmeyer 
ditutup rapat dan dibungkus dengan 
alumunium foil 
- Disaring menggunakan kertas saring 
Filtrat  Residu  
- Diukur volume filtrat dan ditimbang 




















Ekstrak B.orellana L.  
- Diinjeksikan kedalam kolom LC-
MS/MS sebanyak 5 μL 
- Digunakan kolom C18, fasa 
gerak A yang terdiri dari air 
dan 5 mM amonium format, 
fasa gerak B terdiri dari 
asetonoitril dan 0,05% asam 
format 






F.3. Analisis profil  spektrum UV-vis esktrak n-heksan, etil asetat, dan 


















B.orellana L. pekat 
- Diambil 1 mg 
- Dilarutkan dengan 1 mL  pelarut 
- Dikocok dengan vortex mixer dan 
disentrifus lalu diambil supernatannya 
- Dimasukkan dalam labu ukur 10 mL 
dan ditambahkan dengan pelarut 
hingga tanda batas 
- Dilakukan pengukuran dengan 
spektrofotometer UV-vis pada rentang 
panjang  gelombang 260 – 800 nm 
Profil spektrum ekstrak B.orellana L.  dalam pelarut 




























LH1 250 g LH3 250 g LH4 250 
g 
LH2 250 g 
- Dipotong-potong dengan ukuran 1x1 cm 
LH1, LH2, LH3, dan LH4 berbentuk 
dadu dengan ukuran 1x1 cm 
- Dimasukkan kedalam wadah 
bejana stainless steel  
- Ditambahkan air sebanyak 40 mL 
- Dipanaskan dengan hotplate 
sambil diaduk hingga meleleh 
- Diamati aroma, warna, dan 
wujudnya 
Campuran minyak 
- Disaring dengan saringan stainless steel 
Residu  Filtrat  
Ekstrak LH1, LH2, LH3, dan 
LH4 dengan rendemen x 
- Ditimbang 
- Diamati dan dicatat 
wujud, aroma, dan 
warnanya 






F.5. Analisis profil spektrum UV-vis esktrak LH1, LH2, LH3, dan 











LH1, LH2, LH3, dan LH4 
- Diambil 100 mg 
- Dilarutkan dengan 1 mL  pelarut 
- Dikocok dengan vortex mixer dan 
disentrifus lalu diambil supernatannya 
- Dimasukkan dalam labu ukur 10 mL 
dan ditambahkan dengan pelarut 
hingga tanda batas 
- Dilakukan scanning dengan 
spektrofotometer UV-vis pada rentang 
panjang  gelombang 200 – 800 nm 
Profil spektrum UV-vis LH1, LH2, LH3, dan LH4 




F.6. Analisis profil spektrum UV-vis lemak hewani menggunakan 
ekstrak biji B. orellana L.  
 LH1  LH2  LH3 LH4 
- Ditimbang seberat 100 mg 
- Dilarutkan dengan 9 mL  pelarut 
- Dikocok dengan vortex mixer dan 
disentrifus lalu diambil supernatannya 
- Dimasukkan dalam tabung reaksi 
Larutan lemak  
1 mL larutan stok 
ekstrak  dengan 
kadar1mg/mL 1 mL 
- Dikocok dengan vortex mixer  
- Dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL 
- Ditambahkan dengan pelarut hingga 
tanda batas dan dihomogenkan 
- Dikur dengan spektrofotometer UV-vis 
pda rentang panjang gelombang 200-
800 nm 
Spektrum UV-vis lemak 
hewai dengan ekstrak  
